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Aromaticky aktivní látky vhodné k aromatizaci potravin jsou pedevším rostlinného pvodu. Je 
nutné brát v úvahu i možné alergenní úinky nkterých z nich. Teoretická ást této práce obecn
charakterizuje vonné látky rostlinného pvodu a pojednává o jejich biologických úincích. 
Zárove popisuje metody vhodné k jejich izolaci a analýze, s bližším zamením na metody 
použité v této práci – mikroextrakci tuhou fází a plynovou chromatografii. Cílem experimentální 
ásti bylo vytvoit, optimalizovat a validovat metodu pro stanovení vybraných alergenních 
aromaticky aktivních látek a umožnit následn její použití v širokém spektru potravinových i 
jiných výrobk. 
ABSTRACT 
The aroma compounds suitable for food flavouring are mainly of plant origin. It is necessary to 
take into account the possible allergic effects of some of them. The theoretic part of this thesis is 
focused on aroma compounds and their biological effects. It also describes methods useful for 
their isolation and analysis with a nearer intent on the methods used in this thesis – solid phase 
microextraction and gas chromatography. The aim of the experimental part was to establish, 
optimise and validate the method for determination of allergic aroma compounds chosen and 
subsequently to enable its using in wide spectrum of food and other products.  
KLÍOVÁ SLOVA 
vonné látky, potraviny, GC 
KEYWORDS 
aroma compounds, food, GC 
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1. ÚVOD 
V dnešní dob je zvykem potraviny aromatizovat. A už se jedná o cukrovinky, peivo, 
limonády, alkoholické nápoje i instantní polévky, na obalech výrobk se mžeme doíst, že bylo 
pidáno aroma. Aromaticky aktivní látky se pidávají nejen pro vylepšení organoleptických 
vlastností potravin, ale mohou zde vystupovat i jako náhražka dražších komponent. Vonné látky 
mohou být primárn souástí potraviny, pop. vznikají sekundárn tepelným zpracováním i 
biochemickými procesy. Akoliv mají syntetické vonné látky stejné složení jako jejich pírodní 
protjšky a jejich výroba je mén nákladná, používají se mén než látky pírodní. 
K výrob pírodních potravináských aromat se nejastji využívá silic, olejopryskyic, výluh, 
šáv, dení a destilát pipravených výhradn z rostlinných zdroj. Vonné látky a jejich smsi 
vykazují adu pozitivních i negativních úink na lidský organismus. Tato práce diskutuje 
pedevším alergenní úinky. Problémem je, že pídavek alergenních aromaticky aktivních látek 
(mimo kumarin) do potravin není nijak legislativn ošeten, na rozdíl od kosmetických výrobk. 
Pitom se jedná o tytéž látky. Aromata nepatí mezi hlavní skupiny potravinových alergen, ale 
existuje ada studií, které upozorují na potencionální nebezpeí z této strany. 
Cílem práce bylo vytvoení dostaten selektivní metody, vhodné ke stanovení alergenních 
aromaticky aktivních látek v potravinách. Ped samotnou analýzou je nutné zaadit vhodný 
prekoncentraní prvek. Vhodnou alternativou je mikroextrakce tuhou fází. Zachycené analyty 
jsou následn tepeln desorbovány pímo do plynového chromatografu. Metoda je rychlá, 
univerzální a šetrná k životnímu prostedí. 
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2. TEORETICKÁ ÁST 
Vn potravin je komplexní vjem zahrnující odhadem 10 000 nebo více rzných vonných složek. 
Na celkovém potu aromaticky aktivních látek se z velké ásti podílí tkavé látky (> 6 000). 
Tkavé vonné látky mohou vzniknout v každém produkním kroku z jakýchkoli souástí 
potravin. Jsou pítomny v surovinách, vznikají úmysln nebo neúmysln bhem technologického 
procesu, a také se vytváí bhem skladování potravináských výrobk. Již tisíce vonných 
slouenin byly objeveny a další jsou identifikovány. Na charakteristické vni potraviny se sice 
z rzných dvod (charakter vn, vysoká prahová koncentrace) ada z nich nepodílí vbec, jiné 
velmi málo, nkteré sloueniny však mají zcela zásadní význam. Výslednou vni pak tvoí tchto 
nkolik látek. Vonné profily vyskytující se v potravinách jsou výsledkem obrovského množství 
reakcí probíhajících mezi složkami potravináských výrobk. [1, 2, 3] 
Jednoduchá vn mže mít 100 – 300 prchavých složek (jahoda nebo hrozen). Potraviny, které 
mají komplexnjší vn vyplývající napíklad z Maillardovy reakce (káva, maso nebo okoláda), 
mohou zahrnovat 800 nebo i více prchavých složek. Z tchto tkavých látek zodpovídá 
limitované množství za charakteristickou vni potraviny. Napíklad benzaldehyd je 
identifikovaný vtšinou jedinc jako teše a citral jako citron. Zatímco v nkterých pípadech 
jedna chemická látka poskytne znatelný vonný vjem, vtšina vní potravin vyžaduje 10 – 30 
pídatných tkavých látek, aby bylo dosaženo plnjší vn, která je charakteristická pro danou 
potravinu. [4] 
Intenzita a kvalita vn a chuti závisí nejen na pítomných vonných látkách, ale také na dalších 
složkách potravin, pedevším bílkovinách, sacharidech a lipidech, se kterými vonné látky 
interagují. Tyto nevazebné interakce pak ovlivují koncentrace vonných látek v plynné fázi. 
Charakter výsledného aroma závisí na ad faktor: dostupnosti a struktue reagent, množství 
tuku, aminokyselin a sacharid, reakních podmínkách (teplot, asu, vodní aktivit, pH, 
množství kyslíku atd.). [2, 3] 
2.1 Primární aromatický profil 
Pírodní vonné látky, napíklad ty které vznikají bhem metabolických drah aminokyselin a tuk, 
jako jsou karboxylové kyseliny, alkoholy, karbonylové sloueniny, laktony, nebo látky vznikající 
bhem zrání ovoce, jako terpeny, estery, ethery, tvoí žádoucí aroma potravin. Jsou 
charakteristické pro dané suroviny a produkty, ale jejich vlastnosti závisí na ad faktor, zvlášt
na druhu a pvodu surovin. [3] 
Pirozen se vyskytující tkavé složky potravin, ale také ty, které vznikají bhem jejich 
zpracování, charakterizují jednotlivé potravináské výrobky. Tak napíklad jiné složení bude 
charakterizovat brandy, jiné whisky. Podobn je možné rozeznat znaku aje nebo kávy 
na základ urení typu a množství základních látek. [3] 
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2.2 Sekundární aromatický profil 
Mnohé  tkavé látky vzniklé bhem produkce a zpracování potravin mohou ovlivnit zdravotní 
kvalitu potravin, jak v pozitivním, tak v negativním smru. Kvalitativní a kvantitativní složení 
vznikajících látek hodn závisí na podmínkách, za jakých proces probíhá. Je to výsledek 
obrovského množství rzných, asto ne pln prozkoumaných, enzymatických, mikrobiologických 
a termických proces odehrávajících se v potravin. [3] 
2.3 Vonné látky rostlinného pvodu 
Všechny aromatické látky v pírod produkují živé organismy, pedevším rostliny. Vonné látky 
vytváí rostlina pi degradaci vysokomolekulárních produkt primárního metabolismu a to tehdy, 
má-li k dispozici dostatek produkt primárního metabolismu. Vonné látky vznikají v rostlinách 
dvma rznými zpsoby. [5] 
Terpenické látky vznikají biogenetickým procesem, který se nazývá mevalonátový. Velmi 
zjednodušen se dá tento postup popsat jako kondenzace isoprenových jednotek za pítomnosti 
specifického enzymu. Jedním z meziprodukt pi tchto reakcích je mevalonová kyselina, podle 
níž byl celý proces pojmenován. V dalších stupních pak postupn vznikají prekursory terpen a 
konen i všechny terpenické látky vyskytující se v silicích. Jsou to nap. uhlovodíky, jako 
limonen, pinen, aldehydy, jako je nap. citral, z alkohol nap. geraniol, linalool, z ester
linalylacelát a stovky dalších slouenin. [5] 
Vonné látky, které mají ve své molekule aromatické jádro, vznikají v rostlinách procesem, který 
byl nazván šikimátový (nebo také fenylpropanový). Výchozím produktem tohoto procesu je 
glukosa. Pes adu meziprodukt, z nichž jedním je šikimová kyselina, vznikne nakonec 
skoicová kyselina. Z ní pak postupn dalšími biosyntetickými procesy vznikají aromatické 
sloueniny, jako kumariny a jejich deriváty, i látky fenolické povahy, jako je nap. eugenol. [5] 
Z pibližn 100 000 druh rostlin, které jsou v souasnosti popsány, asi 1 700 druh obsahuje 
silice. Pro praktické využití má význam jenom asi 200 druh. [5] 
K nejdležitjším materiálm pro výrobu pírodních potravináských aromat (také však 
parfémových kompozic pro kosmetické aj. úely) patí silice, olejopryskyice, výluhy, šávy, 
den a destiláty. Získávají se prakticky výhradn z rostlinných materiál, z erstvých rostlin 
nebo sušených i jinak upravených ástí rostlin, oznaovaných jako drogy. Materiály nazývané 
resinoidy se používají pedevším k fixaci vonných kompozic v kosmetice. Pro potravináské 
úely se prakticky nepoužívají. Tém všechny pírodní aromaticky aktivní látky, i chemicky 
jednotné, jsou dražší než stejné avšak synteticky vyrobené látky. [2, 6] 
Aromata se vyrábjí v rzných formách. Nejrozšíenjší jsou aromata tekutá, která jsou irá nebo 
emulzní. Technologicky náronjší je výroba aromat práškových, zvlášt pak tzv. zapouzdených 
(„zakapslovaných“). K aromatizaci nkterých poživatin se používají aromata pastovitá (tzv. 
aromatické pasty), jak tuková, tak na bázi ovocných dení. Nkterá aromata lze vyrobit také 
ve form gelu. Volba formy aroma se pizpsobuje technologii výroby potraviny, která se má 
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aromatizovat. Ideální je pidávání aroma do produktu co nejpozdji, ovšem tak, aby se v nm 
mohlo ješt co nejlépe, stejnomrn rozptýlit. [6] 
2.3.1 Suroviny pro výrobu aromat 
2.3.1.1 Silice 
Vni kvt a asto i ostatních ástí rostlinných organism tvoí silice. Patí k nejdležitjším 
surovinám pro výrobu parfémových kompozic a potravináských aromat. Silice patí mezi 
fyziologicky úinné rostlinné látky. Jsou to vtšinou kapaliny, zpravidla píjemn vonící, 
nerozpustné ve vod, dobe rozpustné v ethanolu a v ostatních organických rozpouštdlech. 
V rostlinách jsou uloženy ve zvláštních siliných bukách. [5, 7] 
Silice obsahují vždy uhlovodíky a kyslíkaté látky. Vtšina jich má skelet složený z isoprenových 
molekul azených za sebou podle isoprenového pravidla – patí  tedy mezi terpeny. Vedle terpen
jsou v silicích také alifatické, cyklické i aromatické sloueniny, které krom atom uhlíku mají 
v molekule nejastji atom nebo atomy kyslíku, popípad dusíku nebo síry. Terpenické 
uhlovodíky nemají pro chuové a vonné vlastnosti vtšinou rozhodující význam. Jen 
ve výjimených pípadech, jako u citrusových silic, propjují monoterpenické uhlovodíky, 
zejména limonen, produktu píjemnou lahodnou svžest. Hlavními nositeli vonných a chuových 
vlastností silic jsou jejich komponenty obsahující v molekule kyslík, nazývané také vonné 
principy silic. [7] 
Silice se získávají z rzných ástí rostlinných organism, napíklad z kvt (jasmín, rže, 
tuberóza, ylang-ylang aj.), ze stonk, popípad z kvetoucích stonk (levandule, rozmarýna, 
máta, tymián aj.), z plod nebo semen (kmín, badyán, jalovec, pep aj.), ze deva (cedr, santal), 
z koen nebo oddenk (angelika, vetyver, iris apod.), z oplodí plod (citrusy), list (nap. 
petitgrainová silice) anebo z rzných pryskyic produkovaných nkterými rostlinami (nap. 
olibánová, labdánová a myrhová silice). [7] 
Silice se vyrábjí v zásad temi rznými zpsoby: 
1. Destilace vodní parou a následné oddlení vrstvy silice z destilátu se používá vtšinou 
k výrob silice ze semen, stonk, list, deva, koen a pryskyic; extrakcí destilaních 
vod se také získává uritý podíl silice, který je zpravidla mén kvalitní. 
2. Extrakce rozpouštdlem (benzín, petrolether) se používá nejastji pi zpracování kvt, 
získaný extrakt se nazývá miscela; novji se extrahuje freony a oxidem uhliitým 
pi nadkritických tlacích (tzv. superkritická extrakce); dnes již mén asto se k extrakci 
používají tuky (nap. vepové sádlo), postup se nazývá anfleráž (vtšinou silice kvt); 
extrakce probíhá za nižších teplot než destilace. 
3. Lisování a oddlení vrstvy silice se uplatuje pi výrob kvalitních silic z kry 
citrusových plod; vnjší vrstva slupky je ped lisováním plodu ostrouhána, spláchnuta 
proudem vody a po scezení je lisována; odstedním je silice oddlena. [2, 7, 8] 
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Silice získávané lisováním za studena nebo extrakcí obsahují krom tkavých látek také málo 
tkavé a netkavé látky, podobn jako olejopryskyice. [2] 
Údaje o vybraných silicích jsou uvedeny v píloze 8.1. 
2.3.1.2 Deterpenované silice 
Vtšina silic je ve zedném ethanolu špatn rozpustná. Omezená rozpustnost je zpsobena 
pítomností terpenických a seskviterpenických uhlovodík. Terpenické uhlovodíky asto 
zpsobují zhoršení kvality silic, protože se na vzduchu velmi snadno oxidují, pípadn
polymerují. [7] 
V ad aromat, kde je požadována zvlášt jemná vn, eventuáln i chu, se používají silice, 
které jsou bu zásti, nebo zcela zbaveny terpenických uhlovodík. Odstranním uhlovodík
ze silic se získávají koncentráty, které jsou mnohonásobn vydatnjší než výchozí produkty, 
stabilnjší vi oxidaním procesm, lépe rozpustné v lihu s nízkým obsahem ethanolu a je 
v nich zachován pvodní senzorický charakter výchozí suroviny. [7] 
Deterpenované silice se pipravují rznými zpsoby: 
1. destilaním 
2. extrakním 
3. adsorpním a 
4. kombinací pedchozích. [7] 
2.3.1.3 Olejopryskyice 
Olejopryskyice (oleoresiny) jsou extrakty získané z koení nebo zeleniny organickými polárními 
(methanol, ethanol, isopropylalkohol) i nepolárními rozpouštdly (hexan, petrolether, benzin). 
Po odpaení rozpouštdla z miscely zbývá olejopryskyice. V poslední dob se více prosazuje 
šetrnjší extrakce oxidem uhliitým. [2, 7] 
Pi výrob olejopryskyice se rostlinný materiál nejdíve rozemele, rozdrtí nebo naseká na drobné 
ástice optimální velikosti. Pak se extrahuje vhodným tkavým rozpouštdlem bu kontinuáln, 
nebo na bateriovém extraktoru. Z miscely se rozpouštdlo odstraní odpaením, ke konci 
odpaování se používá vakuum. Jde-li o výrobu tekutých olejopryskyic, pidává se ke konci 
odpaování vypotené množství vybraného výše vroucího potravináského rozpouštdla, které 
zpsobí, že olejopryskyice zstane i po vychladnutí tekutá. Je-li teba, vypudí se poslední zbytky 
extrakního inidla dusíkem nebo oxidem uhliitým. [7] 
Vtšina olejopryskyic obsahuje jako hlavní složky silice podobn jako extrakty z koení, ale 
pítomny jsou i další složky. K výrob olejopryskyic se má používat výhradn erstvé koení 
nebo zeleniny s vysokým obsahem úinných látek. Samotné olejopryskyice nebo 
olejopryskyice nanesené na vhodných nosiích (nap. škrobu a mouce) se používají jako 
suroviny pro výrobu potravináských aromat nebo místo pírodního koení k ochucování 
potravin. [2, 7] 
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2.3.1.4 Výluhy 
K výrob aromat a nkdy i parfém se používají rzné výluhy (tinktury, maceráty, výtažky, 
perkoláty apod.), získané extrakcí výchozího materiálu jemným rafinovaným lihem nebo jinými 
tkavými organickými rozpouštdly. [7] 
Vyluhovaným materiálem bývají drogy, což jsou sušené nebo jinak k extrakci upravené pírodní 
suroviny. Extrahuje se však také ovoce, zelenina, výlisky, den, šávy, destiláty aj. Provádí-li se 
extrakce (nejastji ethanolem) za normální teploty stáním s rozpouštdlem, hovoí se 
o maceraci, jíž se získávají maceráty. Pi extrakci za prtoku rozpouštdla jde o perkolaci, kterou 
lze získat perkoláty. Látky vyrábné za studena macerací nebo perkolací mají bžn lepší 
organoleptické vlastnosti. Extrahuje-li se za vyšších teplot, hovoí se o digesci. Lihový, pop. 
vodný extrakt nebo extrakt jiným rozpouštdlem z jednoho druhu drogy se nejastji nazývá 
tinktura. Název tres neboli esence se používá pro lihové extrakty drog, dnes se však používá 
spíše pro speciáln komponované pípravky sloužící k aromatizaci potravin, tzv. aromata. Výluh 
poízený ostatními tkavými rozpouštdly se ped odpaením rozpouštdla nazývá miscela. 
Po odpaení rozpouštdla zbývá resinoid nebo olejopryskyice, popípad extrakt. [2, 7] 
Z hlediska senzorické jakosti dáváme pednost výluhm vyrobeným za studena (macerací, 
perkolací), jejich vn a chu se více blíží extrahovanému pírodnímu materiálu než vn a chu
extrakt získaných za tepla. [7] 
2.3.1.5 Ovocné a zeleninové šávy a den
Vynikajícími surovinami pro výrobu aromat na pírodní bázi jsou šávy z ovoce a zeleniny. 
Ovocné den se používají k výrob ovocných aromatických past, zeleninové k píprav
zeleninových a koenitých aromatických past. Pi výrob aromat na bázi pírodních šáv se šávy 
kombinují s vhodným destilátem a lihovým roztokem silic nebo roztokem aromatického 
komplexu. [7] 
Zeleninové šávy 
Ze zeleninových šáv se u nás k aromatizaci nealkoholických nápoj používá napíklad šáva 
celerová. Zvlášt šávy z mrkve, zelí a rajských jablíek se dají s výhodou použít do aromat 
pro osvžující nápoje. [7] 
Zeleninové šávy jsou ovšem bžn používány jako základní suroviny pro výrobu zeleninových a 
koenitých aromat k ochucení bžných potravin. [7] 
Den
Ovocné den jsou stejn jako den zeleninové nosným médiem pro výrobu ovocných a 
zeleninových pastovitých aromat. Podle poteby se k nim pidává želírovací písada, obvykle už 
ve form gelu, nebo glukosový i fruktosový sirup. Nakonec se pidá silice nebo píslušný 
aromatický komplex a vše se dkladn homogenizuje. Všechna aromata obsahující pírodní 
šávy a den musí být konzervovány. [7] 
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2.3.1.6 Destiláty 
Mezi pírodní suroviny k výrob aromat patí také rzné destiláty. Uplatují se pedevším 
v pírodních mén vydatných aromatech na výrobu alkoholických a nealkoholických nápoj, 
cukráských krém, náplní apod. [7] 
Nejastji používané destiláty jsou ananasový, curacaový, jahodový, kakaový, kávový, malinový, 
rumový, slivovicový, vinný a višový. [7] 
2.4 Biologické úinky vonných látek 
Aromatické látky se vyrábjí a používají pedevším pro své organoleptické vlastnosti. Závažnou 
okolností, která nebývá vždy docenna, je skutenost, že k projevení žádaného úinku aromaticky 
aktivní látky je nutné, aby na píslušný smyslový orgán psobila v optimální koncentraci. Ta 
nemže být nižší a nemla by být vyšší než taková, jaká vyvolá v ichovém nebo chuovém 
ústrojí odezvu žádané intenzity, kterou registrujeme jako píjemnou. Napíklad furylmethanthiol  
(α-furfurylmerkaptan) ve vysoké koncentraci, v níž se dostane na ichové receptory pi ichnutí 
ke koncentrované látce, vyvolá dojem odporného zápachu, zatímco ve zední asi 1 : 200 000 
zaznamená náš ich vni, pipomínající erstv praženou kávu. Menthol vdechnutý ve vysoké 
koncentraci vyvolá dráždivý až palivý pocit. V silném zední však má osvžující vni. 
Mezi aromaticky aktivními látkami jsou dokonce takové, které mají v rzných koncentracích 
odlišnou vni. Tak napíklad 2, 3, 5, 6-tetramethylpyrazin má v rzných koncentracích vni 
odlišnou. Koncentrovaný voní svže až mentolov, pi ední vydává postupn vni galbanovou, 
pak voní po kakau a ve zední kolem 1 mg.kg–1 voní po sóje až mléku. Látek, vonících odlišn
v rzných koncentracích, je ovšem mnohem více a pi jejich dávkování do aromat je teba 
postupovat velice opatrn. [5] 
Mnoho aromatických látek má také schopnost psobit ješt na další smysly. Tak napíklad již 
uvedený menthol nebo kafr psobí na hmat. Nanesen na pokožku vyvolává pocit chladu a 
znecitlivní. Fenylethylalkohol vyvolává zase pocit tepla. Pouze sluch a zrak nejsou dosud 
známými aromaticky aktivními látkami primárn ovlivovány. Nkteré však mohou sekundárn
zpsobit jejich otupení nebo vyvolávat halucinace. [5] 
2.4.1 Pozitivní biologické úinky 
Vonné látky a jejich smsi, zvlášt silice, vykazují adu blahodárných úink, pro nž nalezly 
použití jako léiva, složky farmaceutických výrobk nebo potravináská aditiva. Úinky 
aromatických látek na mikroorganismy systematicky studují lékaské, farmaceutické a další 
vdecké ústavy i výzkumná pracovit velkých firem vyrábjících vonné a chuové látky. 
Modernizující se léebné potupy pak nahradily léivou rostlinu její silicí nebo pímo nejúinnjší 
komponentou. Má to tu výhodu, že dávkování tchto složek je standardní, zatímco v léivých 
rostlinách se úinné látky pi delším než roním skladování postupn ztrácejí. Naproti tomu je 
astou výhodou tzv. komplexní úinek drog z léivých rostlin, kdy vedle isté úinné složky 
psobí i další, v droze obsažené doprovodné látky, zlepšující intenzitu úinku v nemocném 
organismu lovka nebo zvíete. Léivé rostliny však mohou být výjimen napadeny rznými 
mikroorganismy, silice jsou sterilní. [2, 5] 
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Vtšina silic nií choroboplodné mikroorganismy. Používají se hlavn silice: anýzová, 
badyánová, bergamotová, cedrová, hoicová, hebíková, eukalyptová, kajeputová, 
lemongrasová, levandulová, libeková, linaloová, peprnomátová, petrželová, rozmarýnová, 
skoicová, šalvjová, tymiánová, terpentýnová a ylang-ylangová. Ze základních aromaticky 
aktivních látek jsou antiseptiky pedevším aldehydy, jako citral, anýzaldehyd, vanilin aj., dále 
fenoly, napíklad eugenol, thymol, a alkoholy, jako linalool, geraniol, terpineol a 4-terpinenol. 
Záhy se zjistilo, že baktericidní úinky vonných látek nejsou univerzální, a že na urité druhy 
mikroorganism psobí urité vonné látky zvlášt intenzivn, zatímco na jiné mají úinek jen 
nepatrný. Napíklad lemongrasová silice je mimoádn úinná proti mikroorganismu 
Staphylococcus aureus, tymiánová proti Escherichia coli atd. Pomrn široké spektrum úinnosti 
má esneková silice, pokud je erstvá a obsahuje ješt allicin, který se adí mezi fytoncidy. [5, 7, 
9] 
Vlastnosti potlaující bolesti (analgetické) vykazuje amylsalicylát, angeliková silice, kafr, 
fenchon, hemánková silice, peprnomátová silice, terpineol aj. Pi studiu narkotického úinku 
vonných látek na ryby se ukázalo, že vyšší úinnost než chloroform mají bornylisovalerát, 
fenchylisovalerát a limonen. Spasmolytické neboli cholinolytické úinky (brání poklesu krevního 
tlaku, potlaují sekrení innost rzných orgán apod.) vykazují kafr, kamfen a pineny, 
analeptické úinky (stimuluje innost obhového a dýchacího ústrojí) má kamfen. Antioxidaní 
úinky vykazují silice mnoha druh koení (nap. majoránková, šalvjová, tymiánová a mnohé 
další), proto nalezly použití jako pírodní antioxidanty tuk. [5] 
Pi katarech horních cest dýchacích se s úspchem pro inhalace a jako písady ke kloktadlm 
používají silice jehlinan, hlavn kleová nebo jedlová, dále silice eukalyptová a tymiánová, 
nejastji ve smsi. [5, 7] 
Ke známým vlastnostem vonných látek patí také schopnost vyvolávat na pokožce rzné pocity. 
Chladiv psobí menthol a menthylacetát, hejivý pocit vyvolávají fenchon, fenylethylalkohol aj. 
Mnohé aldehydy a jiné vonné látky vyvolávají píchavý pocit v nose. [7] 
2.4.2 Negativní úinky 
Nkteré terpeny a další vonné látky vykazují rovnž rzné toxické úinky. Obsah tchto 
toxických látek v potravinách je proto v mnoha zemích legislativn omezen. Vlivem vonných 
látek na zdraví lovka se zabývá organizace IFRA (International Fragrance Research 
Association) aj. V kodexu GRAS (Generally Recognized As Safe) publikovaném FEMA 
(Flavour and Extract Manufacturer’s Association) nebo v kodexu publikovaném CoE (Council of 
Europe) mají netoxické vonné látky svá ísla (FEMA No. nebo CoE No.), stejn tak jako 
v Chemical Abstract Service (íslo CAS). [2] 
Monoterpeny α-thujon a β-thujon jsou dominantní složkou silic rzných pelyk (nap. pelynk 
pravý obsahuje 0,25 – 1,32 % silice, v níž jsou thujony pítomny v množství 3 – 12 %), 
šalvjové, thujové, ebíkové, cypišové a vratiové silice a dalších. Všechny uvedené rostliny 
se používají jako léivé byliny nebo nalezly použití k hoení alkoholických nápoj (vrati
pro nápoj Chartreuse, pelynk pro Absint). Oba thujony vykazují chronickou neurotoxicitu, která 
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se projevuje halucinacemi, hyperexcitabilitou a pozdji poškozením mozkové kry, mají 
za následek i abortivní úinek. Projevy chronické toxicity se nazývají absinthismus. Obsah α- a  
β-thujonu v alkoholických nápojích i v potravinách je proto regulován píslušnými pedpisy. [2, 
5] 
Toxické úinky vykazují také (+)-pulegon, tj. (R)-(+)-p-menth-4(8)-en-3-on, nacházející se 
v silicích rzných druh mát, zejména máty polej a jiných druh jako je máta kadeavá a máta 
peprná. Rostliny se vesms používají jako karminativum (prostedek proti nadýmání), 
spasmolytikum (k uvolování keí), stimulant produkce žlui a žaludeních šáv a k aromatizaci 
potravin. Pulgeon vykazuje neurotoxicitu a pomrn znanou hepatotoxicitu vedoucí k nekrose 
jaterních bunk. Jeho obsah v potravinách je regulován. [2] 
Hoký seskviterpen santonin se vyskytuje zejména v kvetoucí nati pelyk a v píslušných 
silicích. Díve se tyto drogy používaly intestináln jako anthelmintikum (psobí proti 
parazitickým helmintm). Santonin vyvolává chromatopsiasu (iluzi barevného vidní, purpurové 
vize). Jeho obsah v potravinách je proto legislativn omezen. [2] 
Karcinogenní úinky vykazují nkteré substituované alkenylbenzeny (kupíkladu prop-1-en-1-
ylbenzeny a prop-2-en-1-ylbenzeny), nap. safrol, isosafrol, estragol, methyleugenol a myristicin. 
β-Asaron má také chemosterilaní úinky. Myristicin, obsažený v mrkvové silici a v semenech 
ostatních rostlin eledi miíkovitých (okolinatých), jakož i v erném pepi, je souasn
psychomimetická látka, vykazující ve vtším množství halucinogenní a narkotické úinky 
srovnatelné s úinky ethanolu. Z dalších aromaticky aktivních látek, na které pamatuje 
legislativa, je významný také kumarin, který vykazuje hepatotoxické úinky. Nedávno byly 
prokázány dokonce antikarcinogenní úinky, proto bývá kumarin nkdy také azen 
mezi prospšné fytochemikálie. Souasn vykazuje také jisté úinky v léb syndromu keových 
žil, podobn jako rutin, hypericin aj. [2, 5] 
Dráždivost pokožky zpsobují všechny siln nenasycené vonné látky, obsahující v molekule 
trojnou vazbu nebo konjugované dvojné vazby. Velmi dráždivý je benzaldehyd, skoicový 
aldehyd, benzalaceton, ale i acetofenon. Škodliv psobí také silice angeliková nebo routová. [5] 
Zajímavé je zjištní, že škodlivý vliv nkterých vonných látek lze významn utlumit pomocí 
jiných vonných látek, obvykle tch, které mají povzbuzující nebo bolesti tlumící úinky. Velice 
se v tomto smyslu osvdily nkteré terpeny, napíklad isté pineny. To také vysvtluje, pro
nkteré izolované vonné látky psobí v istém stavu dráždiv, ale v píslušné silici nikoliv. 
Píkladem mže být mentol. istý znan dráždí sliznice, avšak v peprnomátové silici je jeho 
dráždivý úinek siln potlaen.[5] 
2.4.2.1 Alergie a nesnášenlivost 
Potravinové alergie zahrnují  abnormální odpov organismu na antigen, zatímco nesnášenlivosti 
uritých typ potravin nezahrnují reakci imunitního systému. Mnoho konzument ví, že má 
potravinovou alergii, ale pravdou je, že alergická reakce jako odpov organismu na antigen je 
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známa asi jen u 1 – 2 % dosplého obyvatelstva. Bezpenostní opatení pro vonné látky, jako 
potenciální látky vyvolávající alergické reakce, se zamují pedevším na chemické složení 
surovin, pvod surovin, zpsob výroby a stanovení nejvyššího pípustného množství látky urené 
ke konzumaci. [10] 
Akoli vonné substance mohou obsahovat proteiny a pedstavují tak jisté nebezpeí pro vnímavé 
jedince, vtšinou obsahují jen malé tkavé organické sloueniny. Vn jsou vyrábny z etných 
pírodních a syntetických zdroj, které mohou obsahovat alergenní komponenty. Na suroviny 
používané pro tvorbu vonných substancí je dležité brát zetel, zvláš pokud jsou vn
vyprodukované z potravinového zdroje obsahujícího alergeny, jako jsou napíklad burský oíšek 
a sója. [10] 
Zpsob výroby mže mít také významnjší dopad na potenciál vonných substancí vyvolávat 
citlivou odpov. Mnoho vonných látek je vyrábno destilací nebo extrakcí. Tyto operace 
významn redukují pítomnost protein v koneném výrobku. Vn jsou typicky velmi intenzivní 
a jsou zídka hlavními složkami potravin, které konzumujeme. Mnoho vonných substancí 
spontánn mizí, jiné v potravin tvoí cca 1 % koneného výrobku.  
Nesnášenlivosti potravin jsou vtšinou zpsobené látkami jinými než proteiny a ovlivují 
limitovaný poet jedinc. [10] 
Cinnamáty jako aromaticky aktivní látky potravin mohou vyvolat hematogenní kontaktní 
alergickou dermatitidu u osob kontaktn pecitlivlých na cinnamáty, které jsou souástí vonných 
substancí nebo UVB fotoprotektiv. Jedná se pedevším o skoicový alkohol, skoicový aldehyd, 
skoicový α-amylaldehyd, isoeugenol, eugenol, hydroxycitronellal, geraniol a extrakt z lišejníku 
Evernia prunastri. Jsou obsaženy v aromatizovaných ajích, zmrzlinách, žvýkakách, 
bonbonech, cukráských výrobcích, nealkoholických nápojích (Coca-Cola), vermutech, koení a 
koenících smsích. [11] 
Dalšími vonnými látkami, hojn používanými v potravináském prmyslu, jsou jednotlivé 
komponenty peruánského balzámu, jejichž obsah v potravinách mže vyvolat hematogenní 
kontaktní alergickou dermatitidu u osob senzibilizovaných na tuto látku. 
Peruánský balzám se získává z tlejícího kmene stromu Myroxylon pereirae, který roste ve stední 
a jižní Americe. Hlavními složkami jsou benzylestery benzoových a skoicových kyselin a 
vanilin. Tyto komponenty jsou obsaženy napíklad ve slupkách z citrusového ovoce, 
aromatizovaném peivu, cukráských výrobcích, bonbonech, žvýkakách, zmrzlin, Coca-Cole a 
nkterých jiných nealkoholických nápojích, vermutech, koenných alkoholických nápojích, v 
koení (vanilce, skoici, hebíku, kari), keupech, v nkterých aromatizovaných ajích a 
tabácích. [11] 
Po požití potravy nebo nápoje, které obsahují látky pítomné v peruánském balzámu, mže dojít 
ke svdní kže, prchavému erytému, generalizovanému výsevu kopivky nebo oživení 
odhojených ložisek kontaktní alergické dermatitidy. [11, 12] 
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Bylo také prokázáno, že geraniol obsažený ve zmrzlin, bonbonech nebo žvýkakách zpsobuje 
kontaktní alergickou dermatitidu – chelitidu. [13] 
Podle Evropské kosmetické direktivy existuje 26 potencionáln alergenních aromaticky aktivních 
látek (Píloha 8.2), jejichž používání v kosmetických pípravcích je legislativn hlídáno. Mnohé 
z nich jsou souástí potravináských aromat, ovšem jejich pidávání do potravin není nijak 
legislativn ošeteno (výjimkou je kumarin, viz. výše).  
2.5 Izolace a analýza vonných látek 
Instrumentální pístup k charakterizaci vní má v podstat dv fáze –  izolaní a detekní. První 
fáze zahrnuje izolaci reprezentativních tkavých složek. Zpsob izolace a získání odpovídající 
koncentrace vonných komponent musí být provedeny tak, aby výsledek odpovídal 
organoleptickým vlastnostem zkoumané potraviny. Musí se také dbát na to, aby se tepeln
nestabilní sloueniny nezniily nevhodnými podmínkami, vysoce tkavé látky se neztratily 
pi zakoncentrování destilací, i aby špatn rozpustné sloueniny nebyly odstranny pi extrakci. 
[1] 
2.5.1 Izolace vní 
Primárními vlastnostmi užívanými pro izolaci vonných složek z vtšiny složek potravin jsou 
tkavost a rozpustnost. Problémem je, až na nkolik málo výjimek, že nejrozšíenjší prchavou 
složkou potravin je voda, a ta ztžuje izolaci vní založenou na tkavosti látek. Analytik tak 
nezíská jen složky vn, ale spíše zedné „roztoky“ vonných složek ve vod. Vonné 
komponenty pak musí být dále izolovány z vody v požadované koncentraci a dále analyzovány. 
Tento dodatený krok pedstavuje možnost vzniku chyb (ztráta vn a kontaminace), stejn jako 
prodloužení doby izolace. [4] 
2.5.2 Výbr izolaní metody 
Ke správnému výbru izolaní techniky je teba si pesn stanovit cíle studia. Cílem analytického 
výzkumu mže být: 
• získat „kompletní“ aromatický profil a pesn identifikovat a kvantifikovat každou složku 
vn potraviny; 
• identifikovat jen klíové komponenty vn, to je ty souásti, které jsou odpovdné 
za charakteristickou vni potraviny; 
• identifikovat pípachy potravináského výrobku; 
• charakterizovat zmny vn v ase; 
• pedpovdt organoleptické vlastnosti; 
• odhalit panovaní potravin. 
Každý z tchto úkol vyžaduje rznou metodologii. [4, 14] 
Nejastjšími izolaními technikami jsou extrakce nebo destilace, nebo kombinace obou. Tyto 
metody využívají rozdíly mezi rozpustností v rzných rozpouštdlech (extrakce a 
chromatografie) a rozdíly mezi tlaky par (destilace). [1] 
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2.5.3 Destilaní metody 
Veškeré kapalné látky mají tlak par stálý pi dané teplot. Když teplota vzroste tak, že tlak par 
látky se rovná vnjšímu tlaku, látka ve, a tato teplota je definovaná jako teplota varu látky. Látky 
s vyšším tlakem par se oddlují ze smsi nejdív. Akoliv destilaní techniky mohou poskytovat 
užitené informace, je dokázáno, že jisté postupy mohou zpsobit tvorbu artefakt, zvláš pokud 
je destilace aplikována na erstvé potraviny. Tvorba artefakt je významnou nevýhodou této 
techniky. [1, 15] 
Destilace mže zahrnovat prostou destilaci, destilaci za sníženého tlaku a destilaci s vodní parou. 
Ve všech pípadech musí být dostatek výchozího materiálu a požadované složky vn musí být 
stabilní za podmínek destilace. [1, 4] 
2.5.3.1 Destilace za sníženého tlaku 
Za sníženého tlaku se destilují vtšinou látky s vyšším bodem varu, které by se pi destilaci 
za normálního tlaku rozkládaly nebo by je nebylo vbec možné pedestilovat. Destilace 
za sníženého tlaku mže být aplikovaná na isté tuky nebo oleje, extrakty potravin obsahující tuk 
nebo vodnaté potraviny (napíklad ovoce). Voda je vždy významnou souástí destilátu a je nutná 
sekundární extrakce. Extrakce rozpouštdlem ve spojení se zakoncentrováním extraktu pomocí 
vakuové destilace je jednou z nejstarších technik užívaných v analýze vní. [3, 4, 16] 
2.5.3.2 Destilace s vodní parou 
U destilace heterogenních smsí sestávajících se ze substancí navzájem v sob nerozpustných, 
jestliže jednou ze substancí je voda, se užívá termín destilace s vodní parou (SD – Steam 
Distillation). Destilace s vodní parou se používá pro izolaci tkavých, ve vod nerozpustných 
organických složek z netkavých materiál, jako jsou sacharidy a proteiny.  Obvykle se užívá 
pro izolaci prchavých látek, kdy je izolát analyzovaný vybranou headspace technikou. Takový 
postup je zvlášt vhodný pro matrice obsahující látky, pro které není vhodná pímá headspace 
analýza, kvli vazb tkavých látek na strukturu matrice nebo kvli vysokému rozdlovacímu 
koeficientu analytu mezi vzorkem a plynnou fází. Vzhledem k použití zvýšené teploty mže dojít 
k tepelné degradaci vonných komponent a tvorb artefakt. SD proto není vhodná pro analýzu 
produkt obsahujících tepeln nestabilní substance a látky citlivé na oxidaci. [1, 3] 
Nejvtší množství silic je získáváno práv destilací s vodní parou. Rostlinný materiál se zahívá 
v destilaní aparatue zalitý vodou, nebo se pára do destilaní baky pivádí z oddleného zdroje. 
Oddestilovaná olejovitá silice se oddlí od vodné vrstvy, vysuší a dále zpracovává. [17] 
Kvli nízké selektivit destilace s vodní párou se nkdy provádí dodatená purifikace extraktu, 
napíklad použitím extrakce pevnou fází (SPE – Solid Phase Extraction). SPE technika se 
s výhodou používá k izolaci stedn tkavých vonných látek. [3] 
2.5.3.3 Simultánní destilace-extrakce 
Metoda simultánní destilace-extrakce (SDE – Simultaneous Distillatio-Extraction) je v podstat
spažení destilace s vodní parou a kontinuální extrakce. Simultánní destilace-extrakce nebo též 
Likens-Nickerson extrakní metoda byla rozšíením technik užívaných ve výrob esenciálních 
olej. Tato metoda umožuje izolaci a zakoncentrování v jednom kroku, což výrazn snižuje 
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asovou náronost procesu a minimalizuje objemy použitých kapalin v dsledku jejich 
nepetržité recirkulace: kondenzovaná pára je oddlena od silice jednoduchým záchytem a 
vrácena znovu k destilátu, aby se minimalizovala ztráta ve vod rozpustných tkavých látek. [1, 
18, 19] 
Konený vonný profil je ovlivován tkavostí vonných složek, rozpustností destilátu bhem 
extrakce rozpouštdlem, a také ztrátami tkavých složek bhem zakoncentrování. Vonný profil 
získaný pomocí SDE obsahuje tém všechny tkavé látky potraviny, ale kvantitativn
neodpovídá skutenému obsahu vonných látek v potravin. [1, 4] 
Výhody SDE jsou ty, že požadované tkavé látky mohou být zakoncentrovány ze zedné smsi 
jednoduchou operací bhem 1 – 3 hodin. Tepelná degradace a tvorba artefakt je redukována, 
protože SDE mže být provedena pi sníženém tlaku a teplot, SDE pod vakuem je ovšem mén
úinná. [1, 4] 
Metoda SDE byla využita nap. pi studiu vonných látek v ovoci [20, 21], medu [22], výrobcích 
ze sóji [23], ajích [24] nebo ovocných džusech [25]. 
2.5.4 Extrakní techniky 
Extrakce je dlicí metoda založená na distribuci složky mezi dv fáze, bu tuhou a kapalnou, 
nebo mezi dv kapalné, v podstat nemísitelné fáze. Její dlicí schopnost je podmínna selektivní 
rozpustností látek v rozpouštdlech. [26] 
2.5.4.1 Extrakce rozpouštdlem 
Jeden z nejjednodušších a nejvíce úinných postup izolace vn je pímá extrakce 
rozpouštdlem. V analýze vonných látek se setkáváme s extrakcí tuhá látka – kapalina a  
kapalina – kapalina. [1] 
Extrakce tuhá látka – kapalina se používá nejastji k izolaci jedné nebo více složek z pírodního 
materiálu nebo z technických produkt. Extrahuje se obvykle v pístroji, ve kterém se 
jednoduchým zpsobem realizuje opakovaná extrakce, aby výtžek izolace byl co nejvtší. 
U jistých potravin je možné extrahovat tkavé látky pímo z potravinové matrice. Toto je zvlášt
vhodné pro tenké matrice nebo relativn suché prášky. Obvykle se ovšem materiál, z nhož 
složku extrahujeme, musí rozmlnit. Nejastji používaným pístrojem pro extrakci tuhé látky 
kapalinou je Soxhletv extraktor nebo extraktor podle Twisselmanna. [1, 26] 
Extrakce kapalina – kapalina umožuje mnoho jednoduchých, rychlých a selektivních dlení 
rzných druh látek v širokém rozmezí koncentrací. Vonné látky lze vtšinou extrahovat pímo 
do vhodného rozpouštdla. Extrakní systémy jsou velmi rozmanité. [27] 
Výhoda pímé extrakce tkví v tom, že tkavé látky dobe rozpustné ve vod i látky špatn
rozpustné ve vod jsou izolované v jedné operaci. V pímé extrakci rozpouštdlem mohou být 
látky dobe rozpustné ve vod izolované efektivn ve spojení s jinými technikami. [4] 
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Pedpokladem úspšného provedení extrakce rozpouštdlem je správný výbr rozpouštdla. Ten 
ovlivuje pedevším zdravotní nezávadnost, vhodná polarita, teplota varu (pi vyšších teplotách 
jsou extrahovány látky s vyššími molekulovými hmotnostmi) a viskozita (schopnost rozpouštdla 
proniknout do matrice je ovlivnna pohyblivostí rozpouštdla) rozpouštdla. Nejbžnji užívaná 
rozpouštdla jsou organické sloueniny, které mají nízkou teplotu varu (pentan, hexan, 
methylalkohol, ethanol, dichlormethan, chloroform, octan ethylnatý, éter a aceton). [4, 28] 
Základní nedostatek klasické extrakce rozpouštdlem, po které se obvykle koncentruje extrakt 
pomocí destilace, je nejen asová náronost (zdlouhavá úprava vzorku vede ke ztrát analytu), ale 
také nízká selektivita izolace. Významným omezením této metody je, že netkavé složky, jako 
vosky a tuky, jsou extrahovány také. Po pímé extrakci je tedy ve vtšin pípadech nezbytné 
rozdlení netkavých a tkavých složek. [1, 3] 
 Snahy o odstranní zbytkových množství rozpouštdel z extraktu vedou k trvalým 
kvantitativním zmnám vzorku. Rozpouštdlo mže interferovat s tkavými látkami bhem 
plynové chromatografické analýzy extraktu, navíc rezidua rozpouštdel mohou ovlivnit 
výslednou vni extrakt a toxicita mnoha bžných rozpouštdel omezuje použití jejich extrakt. 
[1, 19] 
Navzdory mnoha chybám, extrakce rozpouštdlem ješt zstává uspokojujícím ešením a 
poskytuje dobré výsledky, zvlášt u jednoduchých matric jako ovoce a zelenina [29, 30, 31], 
šávy [32] a alkoholické nápoje [33]. Pokud destilaní techniky nejsou dostaten šetrné 
k extrahování delikátních a sensitivních vonných látek (oechy Coly), je možno využít práv
extrakci rozpouštdlem. [3, 34] 
2.5.4.2 Superkritická fluidní extrakce 
Alternativou extrakce rozpouštdlem je superkritická fluidní extrakce (SFE – Supercritical Fluid 
Extraction), kdy k extrakci pevného vzorku používáme nadkritickou (superkritickou) tekutinu, 
bžn oxid uhliitý. Je to rychlá, selektivní metoda na úpravu v podstat veškerých suchých 
rostlinných materiál obsahujících oleje nebo pryskyice. [1, 28, 35, 36] 
Oxid uhliitý má kritickou teplotu 31 °C a kritický tlak 7 149 kPa. Nadkritický oxid uhliitý je 
ideálním rozpouštdlem pro analyty. Je nepolární, a proto rozpouští nepolární a málo polární 
sloueniny. [35] 
Použití oxidu uhliitého má velké výhody: 
• je bez chuti a bez zápachu; 
• je bezpený a netoxický; 
• snadno proniká matricí (nízká viskozita); 
• lehce se odstrauje a nezanechává rezidua; 
• je levný a bžn dostupný; 
• rozpouštcí síla se mže ovlivnit zmnou teploty a tlaku. [19, 28, 37] 
Vysoce nepolární charakter oxidu uhliitého mže být pozmnn pídavkem chemických 
modifikátor (napíklad methylalkoholu). [1] 
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SFE se obvykle provádí pi nízkých teplotách, z ehož vyplývá, že je vhodná ke studiu tepeln
labilních látek. [37] Ve srovnání s pedešlými technikami dává istší extrakt. Další výhodou, 
zvlášt ve srovnání s headspace technikami, je možnost izolace nepíliš tkavých látek nebo látek 
siln vázaných v matrici. [3] SFE byla použita nap. ke studiu aromaticky aktivních látek 
v zelenin [38, 39], káv [40] nebo koení [41, 42].
2.5.5 Headspace techniky 
Tkavé látky lze z kapalných i rozmlnných pevných vzork izolovat šetrnou extrakcí plynem, 
tzv. headspace techniky. Podstatou tchto metod je analýza plynné fáze, která byla v kontaktu 
s extrahovaným materiálem. V posledních letech je instrumentální analýza vní ovládána práv
headspace technikami. [1, 43] 
Dležitou charakteristikou vonných látek je, že musí mít dostatený tlak par k tomu, aby byly 
pítomné v plynné fázi v koncentraci zjistitelné ichovým systémem. Množství vonných složek 
v headspace prostoru nezávisí na tkavosti (tlaku par) istých složek, ale závisí na jejich tlaku par 
nad potravinou. [1, 3] 
2.5.5.1 Statická headspace 
Nejjednodušší a relativn levnou technikou této skupiny je statická analýza (HS). Headspace je 
plynná fáze nad kapalinou nebo pevnou látkou umístnou ve vialce uzavené septem. Tkavé 
složky se rozptýlí v plynné fázi v koncentracích, které odpovídají jejich tlaku par. [3, 44] 
Jakmile koncentrace látky v headspace prostoru dosáhne asi 1 mg.kg–1, pak mže být 
analyzována jednoduchým odebráním pomrné ásti plynu z headspace vialky, který je následn
vstíknut do plynového chromatografu. Koncentrace slouenin v headspace závisí na nkolika 
faktorech: koncentraci sloueniny v pvodním vzorku, tkavosti sloueniny, rozpustnosti dané 
sloueniny v matrici vzorku, teplot vzorku, a kombinaci velikosti vialky a asu, po který je 
vzorek umístn uvnit vialky. [1, 3] 
Statická headspace je užitená pro analýzu velmi tkavých látek. Limity detekce požadují jisté 
množství látek v headspace, a proto musí být vzorek nkdy zahátý na 60 – 100 °C. Tyto zvýšené 
teploty ovšem mohou dát nereálný obraz tkavých složek vzorku následkem tvorby nových 
aromaticky aktivních látek nebo zkreslením kvantitativního složení tkavých látek. Plynovou 
chromatografií budou detekovány jen tkavé látky pítomné v koncentracích vyšších než  
10-7 g.1–1 (v headspace). [1, 4] 
Statická headspace je velmi rychlá metoda, nedovoluje ovšem komplexní analýzu tkavých látek. 
Nevýhoda headspace metody je, že se tžko provádí kvantitativní analýza. Vztah mezi 
koncentracemi v headspace versus tmi v potravin mže být velice komplexní a musí být 
stanoven experimentáln. Ve srovnání s klasickou extrakcí rozpouštdlem a dynamickou 
headspace, poskytuje HS také možnost automatizace celé procedury. Krom toho získané 
extrakty jsou velmi isté a neobsahují nevhodné komponenty, jako tomu je u extrakt získaných 
technikami extrakce rozpouštdlem, destilace s vodní párou nebo simultánní destilace-extrakce. 
HS je konzervativní technika – nepoškodí vzorek nebo aromaticky aktivní látky a nevytváí 
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artefakty. Na druhé stran, headspace techniky vykazují tendence k diskriminaci mén tkavých 
látek. [1, 3, 4] 
Statická headspace byla úspšn aplikována pi analýze sirných slouenin ve vínech. [44] 
2.5.5.2 Dynamická headspace 
Relativn nízká citlivost statické headspace analýzy vyplývá ze skutenosti, že rovnovážný stav 
je dosahovaný mezi plynnou fází a vzorkem. Tento problém je eliminován dynamickou 
headspace analýzou (DHS), také nazývanou „purge and trap“ technika (PT). V dynamické 
headspace neutrální plyn (dusík nebo helium) protéká kolem potraviny nebo probublává kapalný 
vzorek, aby s sebou strhl tkavé látky, což má za následek vtší výtžek materiálu k analýze než 
pi statické headspace. V separaní ásti zaízení jsou tkavé látky zachyceny z proudu plynu. 
Headspace vzorku je tak neustále obnovován. asto je vzorek zahíván, míchán nebo jinak 
rozrušován proto, aby se zvýšil transfer hmoty ze vzorku do headspace. Vonné složky mohou být 
zachyceny kryogenn, pomocí Tenaxu (nebo alternativního polymeru jakými jsou Porapak Q 
nebo Chromosorb 101 – 105), aktivního uhlí, nebo dalších vhodných záchytných systém. [1, 3, 
4, 44, 45] 
Kryogenní záchyt je nejmén selektivní záchyt. Primární problém s kryogenním záchytem je ten, 
že se zachytí taky voda, vyskytující se tém ve všech potravinách. Získá se tedy vodný roztok 
produktu, který se pak musí podrobit extrakci rozpouštdlem, aby se získala vonná frakce. 
Extrakce rozpouštdlem mže zmnit skutený profil vn. [3, 4] 
Záchyt na adsorbentech, kterými jsou pórovité polymery Tenax, Porapak, Chromosorb, je také 
spojen s mnoha potížemi, jsou to napíklad nízká kapacita nkterých adsorbent, ztráty analytu 
v dsledku zahlcení adsorbentu nebo nevratná adsorpce látek s dlouhým etzcem nebo polárních 
slouenin. Tuhé adsorbenty mohou mít alternativu ve form nepolárního kapalného sorbentu, 
napíklad silikonového polymeru, u kterého nedochází k diskriminaci ani ke vzájemnému 
konkurování si látek s krátkým etzcem a slouenin s vtší molekulovou hmotností. Desorpce 
zachycených analyt se provádí pedevším tepeln. Tepelná desorpce slouenin z adsorbentu, 
akoli je vhodná a rychlá, mže zpsobit degradaci vzorku. [1, 3, 46] 
Záchyt aktivním uhlím vykazuje vysokou afinitu a velkou kapacitu pro vtšinu vonných složek. 
Pouze 1 – 10 mg uhlí je schopno zachytit tkavé látky z 10 – 100 l inertního plynu. [4] 
Dynamická headspace umožuje analýzy s minimem tvorby artefakt vzniklých bhem odbru 
vzork. Headspace analýzy umožují analyzovat skutený profil tkavých látek produkovaných 
rostlinami nebo potravináskými výrobky bez artefakt vzniklých bhem izolace. Bez ohledu 
na metody zachycení a stupn desorpce analytu, dynamická headspace analýza se vyznauje 
delším extrakním asem než ostatní techniky nepoužívající rozpouštdla. [1, 3] 
2.6 Mikroextrakce tuhou fází 
Ke stanovení tkavých vonných látek je obzvláš vhodná mikroextrakce tuhou fází (SPME – 
Solid Phase Microextraction). [3] SPME je jednoduchá a efektivní sorpn – desorpní technika, 
která nepotebuje rozpouštdla nebo komplikované aparatury pro zakoncentrování tkavých látek 
v kapalných vzorcích nebo headspace vzorku. [47] 
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SPME jednotka je tvoena kemenným vláknem pokrytým sorpní vrstvou, které je spojeno 
s ocelovým pístem a umístno v duté ocelové jehle, která vlákno chrání ped mechanickým 
poškozením. [48, 49] 
  
Obr. 2.1: Schéma SPME vlákna zapíchnutého do vialky [50] 
Analýza pomocí SPME má dv fáze. V první fázi se vlákno vsune do vzorku nebo se umístí 
do headspace prostoru nad vzorkem a analyty se sorbují do vrstvy pokrývající vlákno. Extrakce je 
považována za kompletní, když koncentrace analytu dosáhne distribuní rovnováhy mezi matricí 
vzorku a adsorbní vrstvou vlákna. V praxi to znamená, že jakmile se dosáhne rovnováhy, 
naextrahované množství je konstantní a nezávislé na dalším rstu extrakního asu. Na rozdíl 
od klasických extrakních metod není analyt extrahován ze vzorku v co nejvyšší koncentraci, ale 
pouze do dosažení rovnovážného stavu. V druhém kroku je vlákno s extrahovanými analyty 
peneseno do analytického zaízení, ve kterém probíhá desorpce, separace a kvantifikace analyt. 
SPME je nejastji používáno ve spojení s GC nebo HPLC. [47, 48, 51] 
Pi analýze pomocí SPME se používají ti základní typy extrakcí: [52] 
• pímá extrakce (direct extraction) – vlákno je umístno pímo do vzorku, kterým je plynné 
nebo relativn isté kapalné médium; [53] 
• extrakce v headspace (headspace mode) – analyty nejdív difundují z matrice do headspace 
prostoru a následn se sorbují na vrstvu na vlákn; [46] 
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• extrakce membránov chránná (membrane protected mode) – extrakní fáze je od vzorku 
oddlena membránou; používá se u velmi zneištných vzork, aby se pedešlo poškození 
vlákna. [47, 52] 
2.6.1 Optimalizace SPME 
Metoda SPME umožuje pi zachování konstantních podmínek vzorkování dosáhnout vysoké 
pesnosti a správnosti. Je teba zajistit pedevším shodnost v délce doby vzorkování, udržovat 
konstantní velikost vialek, velikost vzorku a pi vzorkování s ponoením dodržovat stejnou 
hloubku ponoru vlákna do vzorku. Shodnost výsledk a spolehlivost detekce pi nízkých 
koncentracích je ovlivnna celou adou faktor, nap. polaritou a tlouškou vrstvy polymeru 
na povrchu vlákna, zpsobem vzorkování, hodnotou pH, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, 
mícháním apod. [48]
2.6.2 Typy vláken a jejich vlastnosti [48, 54]
Pro pípravu vláken jsou používány stacionární fáze, které lze rozdlit do dvou skupin: 
• absorbenty – homogenní isté polymery;  
• adsorbenty – porézní ástice suspendované v polymeru.  
V souasné dob jsou v nabídce na trhu vlákna se dvma typy homogenních polymer –  
polydimethylsiloxan (PDMS) a polyakrylát (PA). 
Vrstva PDMS je na vlákn bu nanesená – nevázaná, a nebo je ve form chemicky vázané. 
Nevázané fáze jsou stabilní v organických rozpouštdlech mísitelných s vodou, vázané fáze jsou 
stabilní ve všech organických rozpouštdlech a jsou termicky stabilnjší.  
Dalším používaným polymerem je polyakrylát – tato vlákna patí mezi vysoce polární s ásten
zesíovanou fází, která jsou urena pro extrakci polárních analyt z vodných vzork. Polarita 
vlákna mže ovlivnit sorpci, ale rozhodující úlohu hraje tlouška vrstvy. 
 Co se týká druhého typu vláken, vlákno je pokryto vrstvou, která obsahuje suspendované porézní 
ástice v ásten zesíované polymerní fázi. Tato vlákna mají nižší mechanickou stabilitu než 
vlákna s homogenní polymerní fází, ale vyšší selektivitu. Chovají se jako adsorbenty, zachycují 
analyty do pór a výtžnost záleží na velikosti povrchu. Taková vlákna obsahují bu
divinylbenzen (DVB) nebo CarboxenTM (CARTM).  
CarboxenTM/Polydimethylsiloxane (CAR™/PDMS) 
Carboxen je porézní syntetický materiál, jehož ástice mají velikost 2 – 10 m a jsou 
suspendovány v PDMS tak, aby byly rovnomrn zastoupeny póry všech velikostí. Velikost pór
následn uruje, které analyty budou zachyceny na porézních ásticích SPME vláken. 
Nkolikanásobná vrstva CAR™ ástic v PDMS vázaná na kemenné vlákno výrazn zvyšuje 
sorpní kapacitu vlákna. Póry v syntetizovaných carboxenových ásticích mají na rozdíl 
od jiných uhlíkových materiál jednotný vzhled. Póry prostupují kompletn celé ástice. 
Uvedené vlákno je vhodné pro extrakci molekul s uhlíkovým etzcem v rozsahu C2 – C12. 
Pro vtší molekuly se uvedené vlákno nedoporuuje, protože desorpce tchto molekul je obtížná. 
[54, 55] 
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SPME je velmi rozšíenou technikou pi analýze vonných látek v potravinách, jako nap. v ovoci 
[56, 57, 58, 59], sójovém mléce [60], džusech [61], vín [44], alkoholických nápojích [62, 63] aj.  
2.6.3 Modifikace SPME 
Malé množství stacionární fáze na vlákn mže vést k nízkému výtžku analytu. Z tohoto dvodu 
jsou vyvíjeny nové modifikace klasické SPME umožující stanovení analytu ve stopovém a 
ultrastopovém množství, což vyplývá z vtšího množství stacionární fáze umístné na míchadle. 
[3] 
Sorpní extrakce na mížkovém míchadle 
Sorpní extrakce na mížkovém míchadle (SBSE – Stir Bar Sorptive Extraction) je extrakní 
technika vhodná pro zakoncentrování tkavých a stedn tkavých organických látek z vodných a 
plynných médií. Metoda je založená na stejných principech jako mikroextrakce tuhou fází. [64, 
65]  
Na kovovém míchadle (1 – 4 cm dlouhém) pokrytém sklennou vrstvou je nanesena vrstva 
polydimethylsiloxanu, na kterou se zachytávají tkavé analyty. Po extrakci se analyty tepeln
desorbují a jsou podrobeny analýze v plynovém chromatografu, nebo jsou extrahovány 
rozpouštdly pro analýzu vysoce úinnou kapalinovou chromatografií. [46, 66] 
SBSE bylo využito nap. pi analýze vonných látek v tabáku [66], káv [67], hroznech [68] nebo 
vín [69].  
Sorpní extrakce v headspace 
Sorpní extrakce v headspace (HSSE – Headspace Sorptive Extraction) vychází z SBSE, kdy 
míchadlo není ponoeno do vzorku, ale je ponecháno v headspace prostoru. Celý proces jinak 
kopíruje SBSE. [70, 71] 
Pomocí HSSE byly studovány vonné látky nap. v pšeniné mouce [72] nebo vinných octech 
[73]. 
2.7 Analytické techniky 
2.7.1 Plynová chromatografie 
Plynová chromatografie (GC – Gas Chromatography) je separaní metoda, která k separaci plyn
a par využívá dv heterogenní fáze. GC nese své oznaení podle skupenství mobilní fáze, kterou 
je zpravidla inertní plyn. Stacionární fází je nejastji kapalina zakotvená na inertním nosii, 
mén asto povrchov aktivní adsorbent. Využívá rozdlení koncentrace analytu mezi stacionární 
a mobilní fázi na základ adsorpce a rozpouštní, piemž se pedpokládá, že toto rozdlení je 
rovnovážné. Jako zdroje pohybu mobilní fáze využívá tlakový spád a stacionární fáze je 
uspoádána v kolon. Ve srovnání s vtšinou ostatních chromatografických metod, mobilní fáze 
neinteraguje s molekulami analytu, funguje pouze jako penaše analytu kolonou. Analytická 
metoda GC využívá výše popsaný chromatografický dj ke kvalitativnímu a kvantitativnímu 
urení analytu, piemž dj je sledovaný mícím zaízením, jehož signál je funkcí množství 
analytu a citlivosti. [26, 27, 74 ] 
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Plynovou chromatografií mžeme analyzovat látky, které mají dostatený tlak syté páry, jsou 
tepeln stálé a mají relativní molekulovou hmotnost nižší než 1 000. Mohou být stanoveny plyny, 
vtšina nedisociovatelných kapalin a pevných organických molekul a mnoho organokovových 
látek. Nestanovíme makromolekuly, organické a anorganické soli, jedin po chemické zmn
na stanovitelné deriváty. Obecn lze v podmínkách plynové chromatografie analyzovat látky až 
do teploty varu Tv  800 °C, potu uhlíkových atom v molekule  100 a relativní molekulové 
hmotnosti Mr  1 600. Nejastjší aplikaní rozsah se ale pohybuje ve spodní polovin
uvedených maximálních rozsah. [55] 
Plynový chromatograf obsahuje tyto hlavní ásti: 
• zásobník plynné fáze; 
• zaízení na regulaci tlaku, resp. prtoku plynné fáze; 
• dávkovací zaízení; 
• chromatografickou kolonu; 
• termostat se zaízením pro izotermickou analýzu a pro analýzu s programovanou zmnou 
teploty; 
• detektor; 
• zaízení na zpracování a záznam signálu detektoru a vyhodnocení analýzy. [26] 
Nejdležitjšími ástmi plynového chromatografu jsou chromatografická kolona a detektor. 
2.7.1.1 Chromatografická kolona 
V praxi se používají dva, naprosto odlišné typy kolon – náplové a kapilární. V souasné dob se 
dává pednost kolonám kapilárním, protože jsou úinnjší, inertnjší a stabilnjší než kolony 
náplové. Kapilární kolony využívají jako nosie stacionární fáze své vnitní stny. Nejastji se 
zhotovují z taveného kemene, skla a nerezové oceli. Pro vtšinu aplikací postauje délka 
kapiláry 30 m. Vnitní prmr bývá od 50 µm do 1 mm. K urychlení analýzy se v souasnosti 
snižuje délka a prmr kapilár. [75, 76] 
Podle uložení mobilní fáze rozlišujeme ti typy kapilárních kolon: 
• WCOT (Wall Coated Open Tubular) – kapalná stacionární fáze tvoí tenký film na vnitní 
stran kapiláry; kolony musí být velmi úzké, aby byl zajištn dostatený styk mobilní fáze 
se stacionární fází; 
• SCOT (Support Coated Open Tubular) – mají na vnitní stn kapiláry vrstvu nosie 
se zakotvenou kapalinou; 
• PLOT (Porous Layer Open Tubular) – mají na vnitní stn kapiláry tenkou vrstviku 
pórovitého materiálu (nap. aluminy) jako adsorbentu. [35] 
Adsorbenty mohou být rzné druhy aktivního uhlí, silikagel, molekulová síta a syntetické 
makromolekulární adsorbenty. Stacionární kapaliny musí dobe rozpouštt separované látky, být 
teplotn stálé, mít nízkou tkavost a nízkou viskozitu pi pracovní teplot. Mly by pevn smáet 
nosi, aby nedocházelo k jejich vymývání. Dále nesmí reagovat s analyzovanými látkami a 
rozpustnost složek vzorku v tchto kapalinách má být rzná. Volba stacionární fáze je obvykle 
rozhodující pro výbr vhodné kolony pro stanovovaný vzorek. Dležitá je selektivita a polarita 
stacionárních kapalin. [76] 
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2.7.1.2 Detektory 
Jsou konstrukní ásti micích zaízení, ve kterých je fyzikáln chemická vlastnost analytu 
pevádna na mitelný, zpravidla elektrický signál. Nosný plyn z kolony protéká detektorem, 
který reaguje na pítomnost analytu a vysílá signál, jenž je zaznamenáván v závislosti na ase. 
Detektor sleduje takovou vlastnost plynu z kolony, která závisí na druhu a koncentraci složek 
(analytická vlastnost). Musí mít dostatenou citlivost (nízký detekní limit) a jeho odezva by 
mla být lineární funkcí obsahu analytu. GC se vyznauje jak nejvtší variabilitou detekních 
možností, tak detektory s nejvtší citlivostí a nejvtší selektivitou mezi všemi separaními 
metodami. [27, 35] 
Plamenov ionizaní detektor 
Plamenov ionizaní detektor (FID – Flame Ionization Detector) je univerzáln používaný 
detektor v plynové chromatografické analýze. Jeho podstata spoívá v mení zmny ionizaního 
proudu vodíko-vzduchového plamene, zpsobené pítomností eluovaného analytu. FID 
nevykazuje selektivitu, je tedy univerzálním detektorem pro organické látky a je nejbžnji 
užívaným detektorem v analýze vonných látek. Je charakteristický vysokou citlivostí, 
koeficientem linearity rovným jedné se širokým lineárním dynamickým rozsahem. [4, 27, 77] 
Detektor elektronového záchytu 
Detektor elektronového záchytu (ECD – Electron-Capture Detector) je selektivní detektor. 
Principem detekce je zachycování elektron elektronegativními atomy, funkními skupinami 
nebo molekulami. Mezi látky detekované pomocí ECD patí: sloueniny obsahující nkolik 
halových atom, organokovové sloueniny, sloueniny obsahující heteroatomy (dusík, kyslík, 
síra) a konjugované karbonylové sloueniny. ECD je mnohem mén stabilním detektorem než 
FID. [27, 77] 
Dusíko-fosforový detektor 
Tento detektor je v GC analýze znám pod adou názv. Jako jsou termoionizaní specifický 
detektor (TSD – Thermionic Specific Detector), dusíko-fosforový detektor (NPD – Nitrogen-
Phosphorus Detector), alkalický plamenov ionizaní detektor (AFID – Alkali Flame Ionization 
Detector) a termoionizaní ionizaní detektor (TID – Thermionic Ionization Detector). Tento typ 
detektoru je modifikací FID, jedná se o selektivní termoionizaní detektor s alkalickým kovem. 
Modifikace spoívá v umístní perliky nebo prstence se solí alkalického kovu v prostoru 
hoáku (používají se hlavn síran sodný, chlorid draselný, bromid cesný, chlorid rubidný), 
detekce je založena na ionizaci alkalického kovu vlivem spalin organické látky. Dochází 
k selektivní ionizaci organickými sloueninami obsahujícími atomy dusíku nebo fosforu. [77, 78] 
Plamenov fotometrický detektor 
Plamenov fotometrický detektor (FPD – Flame Photometric Detector) je selektivním detektorem 
pro sloueniny obsahující fosfor a síru. Je založen na mení intenzity emise heteroatom
pítomných v molekule analytu. Aplikace FPD není tak rozšíená jako FID pedevším kvli jeho 
selektivit. [27, 77] 
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Fotoionizaní detektor 
Fotoionizaní detektor (PID – Photoionization Detector) je relativn novým komern
používaným GC detektorem. Je to nedestruktivní detektor, který se používá ke stanovení 
fotoionizujících slouenin, jakými jsou aromatické uhlovodíky a nkteré anorganické sloueniny. 
Energie pro ionizaci je získávána prostednictvím UV lampy. [77, 78] 
Tepeln vodivostní detektor 
Tepeln vodivostní detektor (TCD – Thermal Conductivity Detector) je nejlevnjším a snadno 
použitelným detektorem GC. Principem detekce je odvod tepla z rozžhaveného odporového 
vlákna plynem vytékajícím z kolony. Zmnou teploty vlákna se mní elektrický odpor. Je to 
univerzální nedestruktivní detektor s velkým dynamickým rozsahem, ale limitující citlivostí. 
TCD se obvykle využívá pro analýzu uhlovodík a plyn. [27, 77, 78] 
Hmotnostn spektrometrický detektor 
Spojení GC s hmotnostním spektrometrem (MS – Mass Spectrometr) má nezastupitelný význam. 
Ionty jsou MS analyzovány kvadrupólovým analyzátorem nebo iontovou pastí. Má vynikající 
citlivost (10 – 100 pg), a poskytuje víc strukturních informací než jakákoliv jiná spektroskopická 
metoda. [4, 35] 
V analýze vonných látek se používají pedevším FID a MS detektory a jejich spojení s GC 
pedstavuje nejvíce využívané analytické techniky. 
2.7.2 Plynová chromatografie – olfaktometrie (GC-O) 
GC olfaktometrie (GC-O – Gas Chromatography-Olfactometry) je termín užívaný pro popis 
techniky, která využívá lidské hodnotitele k tomu, aby zjistili a ohodnotili vonné látky 
vystupující z GC. Na každé eluované slouenin hodnotitel zkoumá, zda je aromaticky aktivní, 
asové trvání vonného úinku, popisuje kvalitu a intenzitu vn. Sloueniny s extrémn nízkými 
senzorickými hranicemi (napíklad sirné sloueniny) mohou být stanoveny ichem, ale GC je 
nedetekuje. [4, 79] 
Ve všech GC-O metodách pichází vonné látky k hodnotitelm postupn. Bhem konzumace 
potravin však na nás psobí kombinace všech olfaktorických podnt spolen a udláme si tak 
obraz o organoleptických vlastnostech a kvalit. GC-O smyslovou interakci nevyužívá. Také 
skutenost, že každé jednotlivé podnty jsou hodnoceny ve vzduchu bez toho, aby byla vnímána 
zárove chu, struktura a jiné aspekty konzumace, oslabuje kvalitu tchto stanovení. [14] 
Vyvinuté GC-O techniky mohou být rozdleny do tí skupin podle toho, jestli zkoumají etnost 
detekce, zeovací práh nebo pímo intenzitu vonných složek. [79] 
Metody zkoumající etnost detekce 
Skupina hodnotitel (6 – 12 osob) provede GC-O analýzu stejného vzorku. Sloueniny, které 
byly detekovány nejastji, jsou relativn nejvíc dležité pro rozpoznání dané vn. Doba 
psobení dané aromaticky aktivní složky se mže mit a následn využít pro výpoet plochy 
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píku. Na tomto principu je založena metoda NIF (Nasal Impact Frequency) jinak také SNIF 
(Surface of Nasal Impact Frequency). [4, 79] 
Zeovací techniky 
Tyto metody se snaží kvantifikovat hodnotu vonné aktivity (OAV – Odour Activity Value) 
složky na základ pomru její koncentrace a hodnoty ichového prahu složky ve vzduchu. 
Pipraví se série zedných roztok, které jsou podrobeny GC-O analýze. Hodnotitelé 
zaznamenají, kdy ucítili vni a obvykle uvedou její popis. Nejastji publikované zeovací 
metody jsou CharmAnalysisTM a AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis – analýza edných 
extrakt vonných látek). [79] 
Metody pímého mení intenzity 
Zeovací techniky byly kritizovány, protože nemí intenzitu podnt. U metod pímého mení 
intenzity hodnotitelé používají stupnici, aby urili intenzitu vonné látky eluované 
z chromatografu. Do této skupiny metod patí metoda OSME. U OSME intenzitu vn hodnotí 
malá skupina hodnotitel, kteí kontinuáln zaznamenávají intenzitu použitím horizontální 
šestnáctibodové stupnice (0 – žádná intenzita, 15 – extrémní intenzita). Každý stupe pedstavuje 
jinou hodnotu odporu, na emž je založen následný poítaový záznam výsledk. Slovní popisy 
vní jsou také zaznamenávány. [79] 
GC-O je využívána pi studiu vonných látek nap. v ovoci [80, 81, 82, 83], alkoholických 
nápojích [84, 85], džusech [86, 87], káv [88, 89]. 
2.7.3 Vysoce úinná kapalinová chromatografie  
Aplikace vysoce úinné kapalinové chromatografie (HPLC – High Performance Liquid 
Chromatography) v analýze vní je pomrn omezená. Dvodem jsou nedostatená citlivost a 
rozlišení. Akoli analýzy netkavých derivát vonných látek a frakcionace izolát vní bylo 
dosaženo touto metodou, kompletní analýza vní nebyla za pomocí HPLC provádna. [4] 
2.7.4 Infraervená spektroskopie  
Infraervená spektroskopie (IR – Infrared spectroscopy) byla svého asu druhá nejbžnji 
užívaná metoda pi studiu vní. Sloueniny byly oddlené pomocí GC a zachyceny pro IR, 
pomocí níž se identifikovaly. Dva faktory zpsobily odsun této techniky na tetí pozici 
za hmotnostní spektrometrii. Relativn velké požadavky na množství vzorku IR (1 – 10 µg) 
nejsou sluitelné se souasnou HRGC (High Resolution Gas Chromatography – plynová 
chromatografie s vysokou rozlišovací schopností). Také pímé spojení hmotnostní spektrometrie 
a plynové chromatografie a vývoj levné hmotnostní spektrometrie s dobrým rozlišením udlaly 
tuto kombinaci extrémn žádoucí (a všudypítomnou) pi studiu vonných látek. [4] 
Infraervená spektroskopie poskytuje informace o funkních skupinách vyskytujících se 
v neznámých vzorcích. Mí vibraní zmny molekuly, které jsou ovlivnny strukturou a 
funkními skupinami. Nejbžnjší problém pi aplikaci IR je získat dostatek istého vzorku 
k obdržení použitelného absorpního spektra. Tyto požadavky se do jisté míry vzájemn vyluují 
30 
s HRGC, která požaduje dostatené zajištní istoty, ale poskytuje malou kapacitu. Nejjednodušší 
pístup byl spojit IR s GC. [4] 
2.7.5 Elektronické nosy 
Elektronický nos je tvoen seskupením senzor (v podstat jako ichový epitel, který je tvoen 
adou receptor), které využívá pro monitoring tkavých látek. Mozek, v pípad lovka, a 
poíta, v pípad elektronického nosu, si udlají úsudek o vni a její kvalit na základ
typického rozpoznávacího procesu. Podobný lidskému nosu, „umlý nos“ rozpozná lépe 
charakteristickou vni než jednotlivé sloueniny. [3, 4, 90]  
Obvykle se v elektronických nosech používají dva typy chemických senzor: polymerní senzory 
a senzory tvoené oxidy kov. Fyzikální nebo chemické interakce tkavých látek se senzorem 
vedou ke konverzi na elektrický signál. Odpov v závislosti na ase vytváí vonný profil 
aromatického vzorku. [4, 91] 
  
Hlavním omezením použití elektronických nos je jejich vysoká citlivost na acetaldehyd, oxid 
uhliitý a vodní páru. Analýza alkoholických a sycených nápoj proto vyžaduje odstranní tchto 
látek ze vzorku. [3] 
Protože se snadno používají a umožují rychlé analýzy, stávají se elektronické nosy stále více 
populárními, a akoliv jsou ješt ve vývoji, mohou být potencionáln aplikovány v procesech 
kontroly kvality surovin, meziprodukt a konených výrobk, pop. pomáhat vývoji nových 
produkt. [3, 91] 
2.7.6 Systémy modelující ústa 
V souasné dob se vyvíjejí metody, které mají být analogií proces v ústech. Mají pesnji 
popsat aroma v ústech a uvážit zmny aroma bhem konzumace. Jen nkolik málo 
instrumentálních metod umožuje objektivn napodobit podmínky v ústech. Do procesu je nutné 
zahrnout drcení, míchání, rozpouštní a odpovídající teplotní podmínky, které by simulovaly 
tvorbu aroma v ústech. Jedním z píklad je hmotnostní spektrometr spojený s dynamickým 
headspace systémem, kterým je, v tomto pípad, vialka s nkolika malými kovovými kulikami. 
Vialkou se tese a kuliky napodobují kousání, zatímco do headspace je zavedeno helium, které 
odnáší tkavé látky pímo do hmotnostního spektrometru. [1] 
2.7.7 Mení v ústech 
Techniky byly vyvinuté, aby mily tvorbu tkavých látek pímo v ústech a nosu lidí. Výhodou 
oproti modelovým systémm je to, že výsledky jsou skutené. Nevýhodou je ovšem to, že 
výsledky jsou vysoce promnné, a také se nemohou mnit podmínky jako v modelovém systému.  
Jednoduchým zpsobem mení vonných látek vyskytujících se v potravin je analýza slouenin 
vycházejících z nosu lidí konzumujících potraviny. Bohužel mnoho složek vn má extrémn
nízké hranice stanovení. A pispívají k aroma, jsou pítomny ve velmi malých množstvích a 
svými nízkými limity detekce zapíiují složitou analýzu. [1] 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1 Laboratorní vybavení 
3.1.1 Chemikálie 
• Heptan CHROMASOLV® >99 %, SIGMA ALDRICH; 
• Kumarin 98 %, Alfa Aesar; 
• Citral 95 %, Alfa Aesar; 
• Citronelol 96 %, Alfa Aesar; 
• Benzylbenzoát 99+ %, Alfa Aesar; 
• Benzylalkohol 99 %, Alfa Aesar; 
• Isoeugenol 98 %, Alfa Aesar; 
• Linalool 97 %, Alfa Aesar; 
• Cinnamylalkohol 98 %, Alfa Aesar; 
• Benzylcinnamát 99 %, Alfa Aesar; 
• Geraniol 97 %, Alfa Aesar; 
• (R)-(+)-Limonen 97 %, Alfa Aesar; 
• Eugenol 99 %, Alfa Aesar. 
3.1.2 Plyny 
• Dusík 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukním ventilem a kovovou membránou; 
• Vodík 5.5 SIAD v tlakové lahvi s redukním ventilem; 
• Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukním ventilem pro kyslík. 
3.1.3 Pístroje 
• Chladnika s mraznikou Amica, model AD 250; 
• Analytické digitální váhy HELAGO, GR-202-EC, Itálie; 
• Plynový chromatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A., Itálie) s plamenov
ionizaním detektorem, opatený split/splitless injektorem a kapilární kolonou 
DB-WAX (30m × 0,32mm × 0,5m); 
• Poíta PC, Intel Pentium Procesor; 
• Vodní láze, WEB MLV PRUFGERATE, typ U2C. 
3.1.4 Pracovní pomcky 
• SPME vlákno Carboxen/Polydimethylsiloxan (CARTM/PDMS) 85 m, SUPELCO; 
• Vialky o objemu 4 ml se šroubovacími uzávry a septy; 
• Držáky, stojany; 
• Mikropipety Biohit-Proline 1000 l, 200 l a 100 l; 
• Bžné laboratorní sklo; 
• Špachtle, lžíce, tyinky; 
• Pryžové hadice. 
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3.2 Standardy [7]
K této práci byly použity následující standardy: 
Limonen 
• Uhlovodík: 1,8(9)-p-menthadien, dipenten, karven, cajeputen. 
• Výroba: izoluje se z citrusových terpen. 
• Vlastnosti: bezbarvá kapalina, b.v. = 71 °C, ρ = 0,840 – 0,850 g.cm–3. V pírod se vyskytuje 
pedevším opticky aktivní. Racemická forma se nazývá dipenten. Má svží citrusovou vni, 
na vzduchu se snadno oxiduje, piemž získává nepíjemnou až kmínovou vni. 
• Použití: pírodní pravotoivý do aromat. 
Obr. 3.1 Strukturní vzorec limonenu 
Benzylalkohol 
• Alkohol: fenylmethanol, bentalol. 
• Výroba: redukcí anisaldehydu. 
• Vlastnosti: bezbarvá až nažloutlá kapalina, výjimen pevná látka. B.t. = min. 23 °C,  
b.v. = 138 – 145 °C, ρ = 1,110 – 1,125 g.cm–3. Má nasládlou mandlov ovocnou vni. 
V pírod je v jasmínu, pomeranových kvtech aj. 
• Použití: do aromat peckovitého ovoce, zvlášt višn. 
Obr. 3.2 Strukturní vzorec benzylalkoholu
Cinnamylalkohol 
• Alkohol: 3-fenylallylalkohol, skoicový alkohol. 
• Výroba: izoluje se obvykle z cedrové silice. 
• Vlastnosti: pevná látka, b.t. = 34 °C, b.v. = 142 – 145 °C. Má velmi píjemnou kvtinovou až 
skoicovou vni a hokou chu. V pírod se nachází napíklad ve skoicové silici z list a 
kry. 
• Použití: také do aromat. 
Obr. 3.3 Strukturní vzorec cinnamylalkoholu
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Citronelol 
• Alkohol: 3,7-dimethyl-6-okten-1-ol, dihydrogeraniol. 
• Výroba: vtšinou se vyrábí redukcí geraniolu, citralu nebo citronelalu. Opticky aktivní se 
syntetizuje z pinenu. 
• Vlastnosti: bezbarvá až nažloutlá kapalina, b.v. = 106 – 108 °C, ρ = 0,850 – 0,860 g.cm–3. Má 
ržovou vni. Levotoivý citronelol je jemnjší než pravotoivý. V pírod se vyskytuje 
v mnoha silicích, levotoivý v ržové, pravotoivý v citronelové silici. 
• Použití: také do aromat.  
Obr. 3.4 Strukturní vzorec citronelolu
Geraniol 
• Alkohol: 2-trans-3,7-dimethyl-2,6-oktadien-1-ol, gerallol, merano. 
• Výroba: izolací ze silic, napíklad citronelové nebo palmoržové, pesmykem linaloolu, 
hydrogenací citralu nebo syntézou z β-pinenu pes myrcen. 
• Vlastnosti: bezbarvá až slab žlutá kapalina, b.v. = 110 – 111 °C, ρ = 0,871 – 0,886 g.cm–3. 
Má ržov gerániovou vni, jejíž nuance závisí na pvodu geraniolu. 
• Použití: do aromat jako ananas, jablko, broskev, meruka. 
Obr. 3.5 Strukturní vzorec geraniolu
Linalool 
• Alkohol: licareol, linalodor, phantol, koriandrol. 
• Výroba: izolací ze silic nebo parciální hydrogenací dihydrolinaloolu, popípad z myrcenu 
pes acetát. 
• Vlastnosti: bezbarvá kapalina, b.v. = 85 °C, ρ = 0,858 – 0,870 g.cm–3. Má výraznou 
kvtinovou vni, pipomínající konvalinky. V pírod je v mnoha silicích, vtšinou 
levotoivý, napíklad v silici Ho-oil. Pravotoivý v silici koriandrové. 
• Použití: svží aromata. 
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Obr. 3.6 Strukturní vzorec linaloolu
Citral 
• Aldehyd: citralone, citronal, geranial, neral, lemonal, lemarome. 
• Výroba: izoluje se ze silic, pedevším lemongrasové a Litsea cubeba. Stále více se vyrábí 
synteticky oxidací geraniolu nebo linaloolu, popípad z geranylchloridu. Vzniká taky 
pesmykem dehydrolinaloolu. 
• Vlastnosti: nažloutlá kapalina, b.v. = 104 °C, ρ = 0,885 – 0,895 g.cm–3. Má typicky 
citronovou vni a nahoklou chu. Obchodní produkt obsahuje vždy dva izomery, obvykle 
více geranialu než neralu v rzných pomrech. Citral izolovaný z pírodních silic je vždy 
ponkud cítit po výchozí surovin. V pírod je vonným principem citronové silice a je 
obsažen v mnoha dalších silicích. 
• Použití: odpovídající aromata.  
Vzhledem ke skutenosti, že nebyly k dispozici standardy izomer citralu – neral a geranial, 
nebylo možné stanovit, které píky chromatogramu citralu odpovídají kterému izomeru, a proto 
jsou dané izomery opateny oznaením citral 1 a citral 2 podle poadí, ve kterém byly eluovány 
z kolony. 
Obr. 3.7 Strukturní vzorce geranialu a neralu
Kumarin 
• Lakton: 5,6-benzo-α-pyron, lakton o-hydroxyskoicové kyseliny, coumarine. 
• Výroba: z o-kresolu, popípad salicylaldehydu. 
• Vlastnosti: bílá krystalická látka, b.t. = 68 – 70 °C; b.v. = 161 – 162 °C. Vní pipomíná 
tonkové boby, seno a vzdálen vanilku. V pírod nalezen v tonkových bobech, komonici aj. 
Obr. 3.8 Strukturní vzorec kumarinu
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Eugenol 
• Fenol: 4-Allyl-2-methoxyfenol, 4-allylguajakol, 1-hydroxy-2-methoxy-4-allylbenzen. 
• Výroba: alkalickou extrakcí hebíkové silice nebo synteticky z guajakolu a allylchloridu 
nebo allylalkoholu. 
• Vlastnosti: bezbarvá kapalina hndnoucí na vzduchu a na svtle, b.v. = 121 °C, ρ = 1,071 –
1,074 g.cm–3. Voní hebíkem a karafiátem. V pírod je obsažen v etných silicích, hlavn
hebíkové, z níž se také obvykle získává. 
• Použití: koenitá aromata.  
Obr. 3.9 Strukturní vzorec eugenolu
Isoeugenol 
• Fenol: 2-methoxy-4-propenylfenol, 4-propenylguajakol, 1-hydroxy-2-methoxy-4-
propenylbenzen. 
• Výroba: pesmykem eugenolu, popípad safrolu. Z guajakolu lze získat pímo isoeugenol 
pes 4-hydroxy-3-methoxypropiofenon. 
• Vlastnosti: bezbarvá až nažloutlá viskózní kapalina, b.t. = 14 – 18 °C,  
b.v. = 130 – 132 °C, ρ = 1,087 – 1,091 g.cm–3. Má nžnou karafiátovou vni. V pírod se 
vyskytuje v cis-form i trans-form. Cis-forma je v absolutní karafiátové, trans-forma pak 
v bazalkové silici. 
Obr. 3.10 Strukturní vzorec isoeugenolu
Benzylbenzoát 
• Ester 
• Vlastnosti: bezbarvá viskózní kapalina, b.v. = 170 °C, ρ = 1,120 – 1,125 g.cm–3, b.t. = 20 °C. 
Má nepatrnou balzamickomandlovou vni. 
• Použití: aromata hokosladké chuti. 
Obr. 3.11 Strukturní vzorec benzylbenzoátu
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Benzylcinnamát 
• Ester: cinnamein. 
• Vlastnosti: bílá krystalická látka, b.t. = 39 °C, b.v. = 195 – 196 °C. Má jemnou balzamickou 
vni odpovídající pírodním balzámm, jichž je dležitou komponentou. 
• Použití: do sladkých tžkých aromat. 
Obr. 3.12 Strukturní vzorec benzylcinnamátu
3.3 Vzorky 
Orientan byly vybrány vzorky rzných potravin, které byly analyzovány testovanou metodou. 
Vzorky byly po zakoupení v bžné obchodní síti uchovávány podle pokyn výrobce, 
vyznaených na obale. Výrobce na obale uvádí, že dané výrobky obsahují aroma, respektive 
pírodní a pírodn identické aromatické látky. 
Jupík Team 
• Pasterovaný nesycený nealkoholický nápoj s pídavkem 4 vitamín; 
• Objem výrobku: 0,33 l; 
• Výrobce: Kofola a.s., Krnov. 
Tesco Fruit Jelly Shapes 
• Želé s jahodovou, pomeranovou, limetkovou a banánovou píchutí; 
• Hmotnost výrobku: 100 g; 
• Výrobce: vyrobeno ve Francii pro Tesco Stores R a.s., Praha 9. 
Orbit 
• Žvýkaka bez cukru s mátovou píchutí se sladidly; 
• Hmotnost výrobku: 14 g; 
• Výrobce: Wrigley Poland SP. Z.O.O., Pozna. 
Žvýkaky Jamboree 
• Balónkové žvýkaky; 
• Hmotnost výrobku: 40 g; 
• Výrobce: Wolgemuth Süsswaren, Bernburg, SRN. 
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Multivitamin Fruit tea flavoured 
• Ovocno-bylinný aj aromatizovaný s 10 vitamíny; 
• Hmotnost výrobku: 50 g; 
• Výrobce: Vyrobeno v EU pro TEEKANNE s.r.o., Praha 5. 
3.4 Pracovní postupy 
3.4.1 Píprava standardu 
Standardy byly rozpuštny v heptanu na požadovanou koncentraci a 1 ml tohoto roztoku byl 
umístn do vialky se šroubovacím uzávrem a plynotsným septem. Všechny standardy a 
pipravené roztoky byly uchovávány v lednici. 
3.4.2 Píprava vzorku 
Vzorky pevného skupenství (bonbóny, žvýkaky) byly nakrájeny na malé ásti a cca 1 g vzorku 
byl umístn do vialky se šroubovacím uzávrem a plynotsným septem. Kapalné vzorky (džus) 
o objemu 1 ml byly pímo umístny do vialky se šroubovacím uzávrem a plynotsným septem. 
3.4.3 Extrakce aromaticky aktivních látek 
Vialka se vzorkem (1 ml) byla umístna do vodní lázn vytemperované na 35 °C. 20 minut 
docházelo k ustavování rovnováhy mezi vzorkem a headspace prostorem vialky. Následn se 
do headspace prostoru nad vzorkem vsunulo SPME vlákno. Po 30 minutách, kdy se na vlákno 
extrahovaly aromaticky aktivní látky, bylo vlákno okamžit peneseno do injektoru plynového 
chromatografu, kde došlo k tepelné desorpci nasorbovaných látek.  
Optimální podmínky extrakce a desorpce byly stanoveny experimentáln (viz kapitola: 4.1). 
Objem vzorku: 1 ml; 
Rovnovážná doba: 20 min; 
Extrakní doba: 30 min; 
Extrakní teplota: 35 °C; 
Doba mezi extrakcí a desorpcí: 0 min; 
Doba desorpce: 6 min; 
Teplota desorpce: 250 °C. 
3.4.4 Stanovení aromaticky aktivních látek 
Pro stanovení aromaticky aktivních látek byla použita metoda plynové chromatografie. 
Podmínky GC analýzy byly stanoveny experimentáln (viz kapitola 4.1.4): 
• Plynový chromatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A., Itálie); 
• Nosný plyn : dusík, optimální prtok 0,9 ml.min–1; 
• Dávkování: run, CT splitless injection (nástik bez splitu pi konstantní teplot); 
• Teplota injektoru: 250 °C; 
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• Teplotní program: 40 °C, 1 minuta, vzestupný gradient 5 °C za minutu do 200 °C s výdrží 
13 minut; 
• Kolona: kapilární DB-WAX o rozmrech 30 m × 0,32 mm × 0,5 m; 
• Detektor: plamenov ionizaní (FID), 220 °C; prtok vodíku 35 ml.min–1, vzduchu 
350 ml.min–1, make – up dusíku 30 ml.min–1; 
• Celková doba analýzy: 47 min. 
3.5 Statistické zpracování dat 
3.5.1 Linearita 
Linearita je chápána jako pímková závislost mezi dvma náhodnými promnnými, tj. 
analytickým signálem (v našem pípad plochy pík) a koncentrací analytu. Je vyjádena 
korelaním a regresními koeficienty. [92, 93] 
Lineární závislost dvou náhodných promnných je matematicky vyjádena obecným vztahem: 
 y = a + bx       (1) 
kde b je smrnice kalibraní pímky a a úsek posunutí.[92] 
Pro poet m vzork známého obsahu analytu xi se urí odpovídající intenzita signálu yi, pak pro 
každou z m namených hodnot se vypoítá odchylka od prmru yyY -ii =  a xxX -ii = , kde 
y  je prmr hodnoty yi, x  je prmr hodnoty xi. Pro lineární závislost se pak mže korelaní 
koeficient, který charakterizuje tsnost vzájemné závislosti dvou náhodných promnných, 
odhadnout takto: [92] 
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R    (2) 
Stanovení se provede minimáln pro ti rzné koncentrace standardní látky pro jednotlivé 
analyty. Korelaní koeficient nesmí být nižší než 0,98. [94] 
3.5.2 Opakovatelnost 
Opakovatelnost metody je definována jako tsnost shody mezi navzájem nezávislými výsledky 
zkoušek získanými za podmínek opakovatelnosti (podmínky, kdy navzájem nezávislé výsledky 
zkoušek se získají opakovaným použitím téže zkušební metody na identickém materiálu, v téže 
laboratoi, týmž pracovníkem za použití týchž pístroj a zaízení, bhem krátkého asového 
rozmezí. [92] 
3.5.2.1 Aritmetický prmr 
Pi opakování analýzy (n) získáme soubor rozdílných hodnot xi, které mají asto normální 
(Gaussovo) pravdpodobnostní rozdlení. Oekávaná hodnota x , která v pípad normálního 
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3.5.2.2 Smrodatná odchylka 
Rozptýlení jednotlivých hodnot xi okolo prmru x je zpravidla charakterizováno hodnotou 










xxs   (4) 
3.5.2.3 Relativní smrodatná odchylka 
Relativní smrodatná odchylka udává procentuální rozptyl od stední hodnoty. [93] 
100r ⋅= x
s
s     (5) 
3.5.3 Mez detekce  
Mezí detekce (LOD – Limit Of Detection) individuálního analytického postupu rozumíme 
obecn nejnižší množství analytu ve vzorku, které jsme schopni detekovat, ale které není nutn
kvantifikované jako exaktní hodnota. [95] 
U separaních metod se používá k výpotu meze detekce velikost hodnoty signálu slepého 
pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu se urí maximální kolísání základní linie (hmax) 
v oblasti dané dvacetinásobkem pološíky píku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze detekce 
platí: 
           yD = 3·hmax,            (6) 





x = ,          (7) 
piemž smrnice kalibraní pímky b1 musí vycházet z koncentraní závislosti y = b1x, kde y je 
výška chromatografického píku a ne plocha jak je obvyklé. [92, 94] 
3.5.4 Mez stanovitelnosti 
Mezí stanovitelnosti (LOQ – Limit Of Quantitation) individuálního analytického postupu 
chápeme nejnižší množství analytu ve vzorku, které jsme schopni stanovit jako exaktní hodnotu 
se stanovenou pesností. [95] 
U separaních metod se používá k výpotu meze detekce velikost hodnoty signálu slepého 
pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu se urí maximální kolísání základní linie (hmax) 
v oblasti dané dvacetinásobkem pološíky píku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze detekce 
platí: 
           yS = 10·hmax,            (8) 





x = ,         (9) 
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piemž smrnice kalibraní pímky b1 musí vycházet z koncentraní závislosti y = b1x, kde y je 
výška chromatografického píku a ne plocha jak je obvyklé. [92, 94] 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Mikroextrakce tuhou fází 
Nejprve byly optimalizovány experimentální podmínky tak, aby bylo dosaženo co nejvtšího 
extrakního výtžku. Extrakní výtžek byl v našem pípad stanoven jako plochy pík
jednotlivých analyt v chromatogramu. Aby bylo dosaženo pesných výsledk, je nutné 
dodržovat konstantní podmínky mení i ostatní sledované parametry. 
4.1.1 Výbr vhodného typu vlákna 
V souasné dob existuje nkolik typ vláken používaných k extrakci analyt. Afinita vlákna 
k analytu je založena na principu „podobné rozpouští podobné“, tzn. že polární sloueniny se 
sorbují na polární vlákna a nepolární na nepolární. Povrch vláken má rzné vlastnosti a tloušku 
a je vybírán v závislosti na zkoumaném analytu. [96, 97] 
Tlusté vrstvy adsorbentu na povrchu vlákna umožují extrakci vyššího množství analyt, což 
zvyšuje jejich citlivost, v porovnání s tenkými vrstvami, ale vyžadují delší as k dosažení 
rovnováhy mezi vzorkem a vláknem. Vlákna s tlustými filmy jsou efektivnjší v pípad
tkavých látek a umožují jejich transport k injektoru chromatografu bez ztrát. Na druhé stran, 
vlákna s tenkými vrstvami jsou vhodná pro izolaci a zakoncentrování substancí s vysokými 
teplotami varu, protože umožují provést extrakci a desorpci v relativn krátkém ase. [96, 97] 
Pi zhodnocení tchto aspekt bylo vybráno SPME vlákno Carboxen/Polydimethylsiloxan 
(CARTM/PDMS) o tloušce 85 m, které se osvdilo pi extrakci tkavých aromaticky aktivních 
látek v mnoha pracích. [62, 98, 99, 100, 101]
4.1.2 Výbr extrakního postupu 
K izolaci analytu ze vzorku se používají pedevším dva zpsoby extrakce: pímé ponoení 
do vzorku (DI-SPME) nebo extrakce v headspace prostoru (HS-SPME). Efektivita každé 
z technik závisí na vlastnostech analytu a matrici vzorku (netkavé látky ze vzorku se mohou 
zakoncentrovávat a zstávat na vlákn, ímž snižují životnost vlákna a zhoršují opakovatelnost 
mení). DI-SPME je mnohem citlivjší k analytm pevážn se vyskytujících v kapalinách,  
HS-SPME se používá pro extrakci tkavých analyt ve vtšin plynných, kapalných a pevných 
matricích. Technika HS-SPME prodlužuje životnost vlákna, protože není v pímém kontaktu se 
vzorkem, a je také vhodná ke stanovení vonných látek. [96, 97] 
Pi studiu aromaticky aktivních látek v potravinách byla tedy využita technika HS-SPME, která 
je hojn využívána. [102, 103, 104, 105, 106]
4.1.3 Optimalizace extrakních podmínek 
Množství extrahovaného analytu je velmi závislé na extrakních podmínkách, které musí zstat 
konstantní.  
4.1.3.1 Doba dosažení rovnováhy 
Izolace analyt pomocí HS-SPME se skládá ze dvou fází: nejprve se vzorek uzave do vialky a 
nechá se tam po dobu, která je nutná k dosažení rovnováhy mezi headspace a matricí vzorku, 
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poté se do vialky umístí SPME vlákno, na které se po uritou dobu sorbují analyty, až 
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Graf 4.4: Prbh ustalování rovnováhy mezi headspace a vzorkem ve vialce – linalool, geraniol, 
citronelol  
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Byly zkoumány rzné doby (10, 20, 30, 40 minut) pi teplot 35 °C. Pechod analyt ze vzorku 
do headspace mže být, zejména u vtších molekul, velmi pomalý [43], pravdpodobn proto 
nebylo u žádného z analyt dosaženo rovnováhy (jak je vidt z graf 4.1 – 4.4).
S ohledem na pimenou celkovou dobu analýzy byla zvolena jako optimální doba ustalování 
rovnováhy 20 minut, která poskytovala dobré výtžky u všech sledovaných analyt. Úplné 
dosažení rovnováhy není nutné, pokud bude zvolená doba dodržována konstantní. [97] 
4.1.3.2 Doba extrakce 
Je tedy doba potebná pro ustavení rovnováhy mezi povrchem vlákna a headspace, nicmén
úplné dosažení rovnováhy není nutné kvli lineárnímu vztahu mezi množstvím analytu 
adsorbovaným SPME vláknem a jeho poátení koncentrací v matrici vzorku za nerovnovážných 
podmínek. [96] 
Delší doba zpsobuje, že molekuly analytu obsadí více pór na vlákn, ale prodloužení doby, kdy 
už jsou všechny místa obsazena, nemá vliv na efektivitu a ani nemže zpsobit pedasnou 
desorpci. V prbhu extrakce mže dojít k tzv. kompetitivní sorpci, kdy aktivnjší analyty obsadí 
póry vlákna a vytlaí ostatní. Proto není vhodné extrakci píliš protahovat. Koncentrace vzorku 
nemá vliv na as, který je potebný k dosažení rovnováhy, tzn. že pokud je extrakce 
optimalizována pro danou koncentraci, rovnovážná doba bude stejná také pro jiné koncentrace. 





































































































Graf 4.8: Závislost plochy píku na extrakní dob – linalool, citral 
Doba extrakce byla sledována u jednotlivých standard pi 35 °C. Opt byly zkoumány rzné 
doby: 5, 10, 15, 20, 25, 30 a 35 minut, jak je patrné z graf 4.5 – 4.8. S ohledem na zjištné 
grafické závislosti a úmrnou dobu izolace byla zvolena jako optimální extrakní doba 30 minut. 
Extrakní doba musí být velmi dobe sledována, aby bylo dosaženo dobré opakovatelnosti. [47] 
4.1.3.3 Teplota extrakce 
Teplota je velmi dležitým parametrem pro optimalizaci. Rst extrakní teploty vede k rstu 
difúzních koeficient a poklesu distribuních konstant, oboje má za následek rychlejší ustavení 
rovnováhy. U headspace SPME vede rst extrakní teploty k rstu koncentrace analytu 
v headspace prostoru a podporuje rychlejší extrakci. Teplota ovlivuje citlivost i extrakní 
kinetiku – pokles teploty extrakce zpsobí pokles rychlosti extrakce, ale zárove nárst 
distribuní konstanty. A tak nebo tak, nadmrné zvýšení teploty mže zpsobit pedasnou 
































































































Graf 4.12: Závislost plochy píku na extrakní teplot – linalool, citral 
Byly zkoumány teploty 25, 35, 45 a 60 °C s dvacetiminutovou dobou dosažení rovnováhy a 
dvacetiminutovou dobou extrakce. Jak je patrné z graf 4.9 – 4.12, s rostoucí extrakní teplotou 
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výtžek u všech sledovaných analyt mírn stoupá. Pro další analýzy byla zvolena teplota 35 °C, 
která poskytuje dobré výtžky a navíc je blízká teplot v ústech pi konzumaci. 
4.1.3.4 Optimalizace desorpce 
Výbr parametr desorpce je taktéž dležitý pro optimalizaci podmínek extrakce. Desorpce musí 
být provedena v co nejkratším možném ase, a proto by teplota injektoru mla být vyšší než bod 
varu komponenty s nejvyšším bodem varu. Také lineární prtoková rychlost plynu okolo vlákna 
ovlivuje as desorpce. Samozejm musí být brán ohled na používané vlákno, které má danou 
nejvyšší pípustnou hodnotu teploty, pi které se mže používat. Doba mezi ukonením extrakce 
a desorpcí má být co nejkratší a vlákno musí být vysunuto hned, jakmile je jehla zapíchnuta 
do injektoru. [51, 97] 
Je nezbytné kompletn desorbovat vlákno mezi jednotlivými analýzami, aby nedocházelo 
k penosu analyt do další analýzy (carry over efekt). [107] 
V našem pípad byla desorpce provádna 6 minut pi 250 °C.  
Podmínky desorpce byly pevzaty z pedchozích prací zabývajících se podobnou problematikou. 
[43, 55, 76]
4.1.4 Výsledné optimální podmínky analýzy 
Objem vzorku: 1 ml; 
Rovnovážná doba: 20 minut; 
Extrakní doba: 30 minut; 
Extrakní teplota: 35 °C; 
Doba mezi extrakcí a desorpcí: 0 minut; 
Doba desorpce: 6 minut; 
Teplota desorpce: 250 °C. 
Teplotní program a ostatní parametry GC analýzy byly pevzaty z pedchozích prací zabývajících 
se podobnou problematikou. [43 55, 76]
4.1.5 Identifikace jednotlivých standard
Standardy byly identifikovány podle retenních as. Pehled úspšn urených standard a 
jejich retenních as uvádí tabulka 4.1, chromatogram je uveden v píloze 8.3.  
Bhem mení vznikly komplikace pi stanovení benzylalkoholu, benzylbenzoátu, 
benzylcinnamátu a cinnamylalkoholu. Uvedené látky vykazovaly podobné chromatogramy, 
chromatografické píky se navzájem pekrývaly (pravdpodobn dochází k tepelnému rozkladu a 
vzniku totožných produkt), a proto nebylo s tmito standardy dále pracováno. Navrhuji jejich 
bližší studium v jedné z navazujících prací. 
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Tabulka 4.1: Retenní asy jednotlivých standard
Standard Retenní as (min) 
limonen 12,57 
linalool 21,25 
citral 1 24,74 






4.2 Metrologické charakteristiky metody 
V prbhu studia metrologických charakteristik byl z dvodu nereálných výsledk vyazen 
z dalšího zkoumání kumarin. Výsledky analýz byly neuspokojivé – nedostatená opakovatelnost, 
nelineární kalibrace – a je nutné tuto látku podrobit bližšímu studiu, nap. v jedné z navazujících 
prací. 
4.2.1 Linearita 
Aby mohla být pi pípadné kvantitativní analýze reálných vzork použita metoda absolutní 
kalibrace, musela být nejdív ovena linearita metody, resp. linearita použitého detektoru. FID 
detektor se vyznauje koeficientem linearity rovným jedné a adí se tedy mezi lineární detektory. 
[108] 
Linearita byla promena u každého standardu pro pt hodnot koncentrace. Z koncentrací 
standard a získaných ploch pík byly pomocí programu Microsoft Excel sestrojeny kalibraní 
pímky, které jsou znázornny v grafech 4.13 – 4.16. Body jednotlivých závislostí byly proloženy 
spojnicí trendu a byla zobrazena rovnice regrese a korelaní koeficient R2. Tabulka 4.2 udává 
pehled dosažených korelaních koeficient. 
Tabulka 4.2: Hodnoty spolehlivostí jednotlivých standard
Standard Korelaní koeficient R2
limonen 0,9909 
linalool 0,9956 
citral 1 0,9955 






Linearita byla zhodnocena jako dobrá, všechny hodnoty korelaních koeficient byly vyšší než 
0,98. U jednotlivých standard se lineární rozsah liší, pehled koncentraních rozmezí je uveden 
v tabulce 4.3.  
Tab. 4.3 Koncentraní rozmezí linearity jednotlivých standard
Standard Koncentraní rozmezí linearity (µg.ml–1) 
limonen 0,08 – 9,84 
linalool 0,04 – 0,84 
citral 1 0,09 – 0,85 
citral 2 0,09 – 0,85 
citronelol 0,04 – 9,85 
geraniol 0,08 – 0,85 
eugenol 0,05 – 1,06 
isoeugenol 0,20 – 6,40 
y = 4E+07x - 434428
R2 = 0,9955
y = 3E+07x + 933902
R2 = 0,9899























linalool citral 1 citral 2 Lineární (citral 1) Lineární (citral 2) Lineární (linalool)
Graf 4.13: Závislost plochy píku na koncentraci – citral, linalool 
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y = 2E+07x + 1E+07
R2 = 0,9906


























limonen citronelol Lineární (citronelol) Lineární (limonen)
Graf 4.14: Závislost plochy píku na koncentraci – limonen, citronelol 























Graf 4.15: Závislost plochy píku na koncentraci – izoeugenol 
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y = 6E+07x - 3E+06
R2 = 0,9895
























geraniol eugenol Lineární (geraniol) Lineární (eugenol)
Graf 4.16: Závislost plochy píku na koncentraci – geraniol, eugenol 
4.2.2 Opakovatelnost 
Opakovatelnost byla stanovena vždy z pti mení téhož vzorku u všech standard pro jednu 
hodnotu koncentrace z koncentraního rozmezí 0,082 – 1,067 µg.ml–1 (odpovídající koncentraci 
1 µl.ml–1 u jednotlivých standard), mení bylo provádno jedním pracovníkem, v jedné 
laboratoi, bhem jednoho dne. Sledovány byly hodnoty plochy píku, které byly po pti meních 
zprmrovány, byla vypotena smrodatná odchylka a relativní smrodatná odchylka (RSD), 
která byla vybrána jako hlavní ukazatel opakovatelnosti. RSD nesmí pesáhnout 10 %. Hodnoty 
sledovaných parametr jsou uvedeny v tabulce 4.4. 
Tabulka 4.4: Opakovatelnost metody 
Standard Prmrná plocha píku (mV.s) Smrodatná odchylka s RSD (%) 
limonen 493 935 180 4 362 948 0,88 
linalool 166 707 760 1 279 583 0,77 
citral 1 124 662 560 2 157 203 1,73 
citral 2 114 151 260 1 352 476 1,18 
citronelol 105 967 180 1 561 128 1,47 
geraniol 115 320 560 2 401 698 2,08 
eugenol 124 435 640 2 605 960 2,09 
isoeugenol 58 159 276 232 283 0,40 
Hodnoty RSD se u jednotlivých standard pohybovaly v rozmezí 0,40 – 2,09 %, nepesáhly 
hodnotu 10 % a mžeme tedy konstatovat, že opakovatelnost je dobrá a zvolená metoda je 
dostaten pesná  pro  stanovení uvedených látek v potravinách.
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4.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Meze detekce a stanovitelnosti byly promeny u každého standardu pro pt hodnot koncentrace. 
Z koncentrací standard a získaných výšek pík byly pomocí programu Microsoft Excel 
sestrojeny kalibraní pímky a získány tak smrnice kalibraních pímek. Ze záznamu šumu 
detektoru bylo ureno maximální kolísání základní linie v oblasti dané dvacetinásobkem 
pološíky píku.  
Pro píkladné vyhodnocení byl použit standard citronelol: 
Maximální kolísání základní linie: hmax = 5 409 mV 
Pro odezvu meze detekce platí: yD = 3·hmax = 3·5 409 = 16 227 
Z rovnice regresní pímky kalibraní kivky, sestrojené jako závislost výšky píku na koncentraci, 
byla urena smrnice b1 = 867 710. 








Mez stanovitelnosti byla stanovena obdobn: 
yS = 10·hmax = 10·5409 = 54 090 








Uvedený zpsob byl použit pi výpotu meze detekce a stanovitelnosti u všech standard.  
Výsledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4.5. 
Tabulka 4.5: Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Standardy hmax b1 yd ys LOD (µg.ml–1) LOQ (µg.ml–1) 
limonen 5 331 577 639 15 993 53 310 0,03 0,09 
linalool 7 696 1 000 000 23 088 76 960 0,02 0,08 
citral 1 5 409 528 383 16 227 54 090 0,03 0,10 
citral 2 5 409 479 628 16 227 54 090 0,03 0,11 
citronelol 5 409 867 710 16 227 54 090 0,02 0,06 
geraniol 9 470 2 000 000 28 410 94 700 0,01 0,05 
eugenol 5 409 1 000 000 16 227 54 090 0,02 0,05 
isoeugenol 7 589 261 446 22 767 75 890 0,09 0,29 
Meze detekce jednotlivých analyt se pohybují v koncentraním rozmezí 0,01 – 0,09 1g.ml− a 
meze stanovitelnosti v koncentraním rozmezí 0,05 – 0,29 1g.ml− , což ukazuje, že plynová 
chromatografie s FID detektorem ve spojení s SPME extrakcí je dostaten citlivá pro stanovení 
zkoumaných látek v potravinách.  
4.3 Reálné vzorky 
Byla provádna pouze orientaní kvalitativní analýza reálných vzork potravin. Kvantitativní 
analýzu navrhuji jako další možnost navázání na tuto práci a doporuuji použít metodu absolutní 
kalibrace nebo metodu standardního pídavku.  
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V tabulce 4.6 je uveden pehled výskytu alergenních aromaticky aktivních látek ve vybraných 
potravinových výrobcích. 
Získané chromatogramy jsou uvedeny v pílohách 8.4 – 8.8. 
Tabulka 4.6: Výskyt zkoumaných látek ve vybraných potravinách 
Výrobek limonen linalool citral 1 citral 2 citronelol 
Jupík Team x - x x - 
Tesco Fruit Jelly Shapes x - x x - 
Žvýkaky Jamboree x x - - - 
Orbit žvýkaky x - - - x 
Multivitamínový aj x x x x x 
x – výrobek daný alergen obsahuje 
- – výrobek daný alergen neobsahuje 
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5. ZÁVR 
Cílem této práce bylo vytvoit metodu vhodnou k identifikaci a kvantifikaci aromaticky aktivních 
látek, vykazujících alergenní úinky, v potravinových matricích. 
Pro izolaci aromaticky aktivních látek byla použita metoda SPME (mikroextrakce tuhou fází). Je 
jednoduchá, rychlá, šetrná k životnímu prostedí (nepotebuje rozpouštdla), a pitom dostaten
citlivá a vhodná k extrakci vonných látek z potravin. Extrahované látky byly následn stanoveny 
plynovou chromatografií s plamenov ionizaním detektorem. 
Vybraná metoda byla optimalizována a validována. Nejdíve byly optimalizovány podmínky 
SPME extrakce a poté byly promeny nkteré metrologické charakteristiky metody. 
K identifikaci a kvantifikaci bylo využito stanovených retenních as a ploch pík studovaných 
standard: limonenu, linaloolu, citralu, citronelolu, geraniolu, eugenolu a isoeugenolu. 
U prekoncentrace pomocí SPME byly sledovány: doba ustavení rovnováhy, extrakní doba, 
extrakní teplota, podmínky desorpce a ostatní parametry, jako je výbr vlákna a výbr 
extrakního postupu. Bylo vybráno SPME vlákno Carboxen/Polydimethylsiloxan o tloušce 
85 m a technika HS-SPME. Optimální podmínky extrakce byly stanoveny takto: 
• rovnovážná doba: 20 minut; 
• extrakní doba: 30 minut; 
• extrakní teplota: 35 °C; 
• doba desorpce: 6 minut; 
• teplota desorpce: 250 °C. 
Použitá metoda vykazovala výbornou linearitu. Hodnoty korelaních koeficient se pohybovaly 
v rozmezí 0,9837 – 0,9956, všechny hodnoty tedy pekroily hodnotu 0,98. Opakovatelnost byla 
zhodnocena jako velmi dobrá, hodnoty RSD se pohybovaly v rozsahu 0,40 – 2,09 % a žádná 
z hodnot tak nepesáhla limitních 10 %. Citlivost metody je taktéž dostaující, meze detekce se 
pohybují v koncentraním rozmezí 0,01 – 0,09 1g.ml− a meze stanovitelnosti v koncentraním 
rozmezí 0,05 – 0,29 1g.ml− .  
V závru mení bylo orientan, kvalitativn promeno nkolik vybraných vzork potravin. 
Obecn lze íci, že vybrané potravinové vzorky obsahovaly pedevším limonen, mén pak citral 
(respektive jeho izomery neral a geranial), linalool a citronelol. 
Je možné, že v budoucnu bude obsah tchto látek v potravinách legislativn kontrolován, stejn
jako je tomu v souasné dob v kosmetických výrobcích. Tato práce ukazuje zpsob, jakým je 
možno identifikovat a kvantifikovat aromaticky aktivní látky s alergenními úinky a kontrolovat 
tak jejich obsah v potravináských výrobcích.  
Jako možnou návaznost na tuto práci navrhuji bližší studium standard (benzylalkohol, 
benzylbenzoát, cinnamylalkohol, benzylcinnamát, kumarin), jejichž stanovení se nepodailo touto 
metodou optimalizovat, a také využití metody ke kvantitativní analýze potravinových vzork
s vypracováním vhodného vzorkovacího postupu. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL	
IFRA International Fragrance Research Association 
 Mezinárodní asociace pro výzku aromatických látek 
GRAS Generally Recognized As Safe   
 Obecn uznán bezpeným 
FEMA Flavour and Extract Manufactorer’s Association
 Asociace výrobc flavour a esencí 
CoE Council of Europe    
 Rada Evropy 
CAS Chemical Abstract Service  
 Databáze chemických látek 
SD Steam Distillation   
 Destilace s vodní parou 
SPE Solid Phase Extraction 
 Extrakce tuhou fází   
SDE Simultaneous Distillation-Extraction  
 Simultánní destilace-extrakce 
SFE Supercritical Fluid Extraction 
 Superkritická fluidní extrakce 
HS Static Headspace 
 Statická headspace 
DHS Dynamic Headspace 
 Dynamická headspace 
PT Purge and Trap 
 Stripování 
SPME Solid Phase Microextraction 
 Mikroextrakce tuhou fází 
DI-SPME Direct Immersion-Solid Phase Microextraction 
 Pímé ponoení-mikroextrakce tuhou fází 
HS-SPME Headspace-Solid Phase Microextraction 
 Headspace mikroextrakce tuhou fází 
SBSE Stir Bar Sorptive Extraction 
 Sorpní extrakce na mížkovém míchadle 
HSSE Headspace Sorptive Extraction 
 Sorpní extrakce v headspace 
GC Gas Chromatography 
 Plynová chromatografie 
HRGC High Resolution Gas Chromatography 
 Vysoce úinná plynová chromatografie 
GC-O Gas Chromatography-Olfactometry 
 Plynová chromatografie-olfaktometrie 
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WCOT Wall Coated Open Tubular 
 Kapilární kolona s kapalinou zakotvenou na vnitních stnách kapilární trubice 
SCOT Support Coated Open Tubular 
 Kapilární kolona, která má na vnitní stn kapiláry vrstvu nosie se zakotvenou 
kapalinou 
PLOT Porous Layer Open Tubular 
 Kapilární kolona, která má na vnitní stn kapiláry tenkou vrstviku pórovitého 
materiálu, která slouží jako adsorbent 
FID Flame Ionization Detector 
 Plamenov ionizaní detektor 
ECD Electron-Capture Detector 
 Detektor elektronového záchytu 
TSD Thermionic Specific Detector 
 Termoionizaní specifický detektor 
NPD Nitrogen-Phosphorus Detector 
 Dusíko-fosforový detektor 
AFID Alkali Flame Ionization Detector 
 Alkalický plamenov ionizaní detektor 
TID Thermionic Ionization Detector 
 Termoionizaní ionizaní detektor 
FPD Flame Photometric Detector 
 Plamenov fotometrický detektor 
PID Photoionization Detector 
 Fotoionizaní detektor 
TCD Thermal Conductivity Detector 
 Tepeln vodivostní detektor 
MS Mass Spectrometr 
 Hmotnostní spektrometr 
NIF Nasal Impact Frequency 
SNIF Surface of Nasal Impact Frequency 
OAV Odour Activity Value 
 Hodnota vonné aktivity 
AEDA Aroma Extract Dilution Analysis 
 Analýza edných extrakt vonných látek 
OSME GC-O metoda – metoda pímého mení intenzity 
HPLC High Performance Liquid Chromatography 
 Vysoce úinná kapalinová chromatografie 
IR  Infrared  






LOD Limit of Detection 
 Mez detekce 
LOQ Limit of Quantitation 
 Mez stanovitelnost 
RSD Relative Standard Deviation 
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Píloha 8.2: 26 potencionálních alergenních aromaticky aktivních látek [109] 
Název podle INCI 
íslo podle 
CAS 
Název podle INCI 
íslo podle 
CAS 
Amyl cinnamal [122-40-7] Eugenol [97-53-0] 
Amylcinnamyl alcohol [101-85-9] Farnesol [106-28-5]
Anise alcohol [105-13-5] Geraniol [106-24-1] 
Benzyl alcohol [100-51-6] Hexyl cinnamal [101-86-0]
Benzyl benzoate [120-51-4] Hydroxycitronellal [107-75-5] 




Benzyl salicylate [118-58-1] Isoeugenol [97-54-1] 
Butylphentyl methylpropional [80-54-6] Alpha-isomethyl ionone [127-51-5] 
Cinnamal [104-55-2] Limonene [5989-27-5] 
Cinnamyl alcohol [104-54-1] Linalool [78-70-6] 
Citral [5392-40-5] Methyl 2-octynoate [111-12-6] 
Citronelol [106-22-9] Oakmoss extract [90028-68-5] 
Coumarin [91-64-5] Treemoss extract [90028-67-4] 
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Píloha 8.3: Chromatogram smsi standard
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Píloha 8.4: Chromatogram alergenních aromaticky aktivních látek. Jupík Team 
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Píloha 8.5: Chromatogram alergenních aromaticky aktivních látek. Tesco Fruit Jelly 
Shapes
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Píloha 8.6: Chromatogram alergenních aromaticky aktivních látek. Žvýkaky Jamboree 
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Píloha 8.7: Chromatogram alergenních aromaticky aktivních látek. Orbit žvýkaky 
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Píloha 8.8: Chromatogram alergenních aromaticky aktivních látek. Multivitamin tea  
